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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 4.

Mapowanie asocjacyjne gendw odpornosci na rdze
brunatng (Puccinia triticina) 1 septorioz¢ paskowang
lisci (Septoria tritici) w pszenicy

Association mapping for resistance genes to leaf rust (Puccinia triticina) and Septoria
tritici blotch (Septoria tritici) in wheat

Stowa kluczowe: mapowanie, markery molekularne, odpornos$¢, pszenica ozima, Puccinia triticina,
Septoria tritici

CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

Jednymi z wazniejszych chordb, mogacych powodowac¢ znaczne straty plonu ziarna
W uprawie pszenicy sg rdza brunatna (czynnik sprawczy Puccinia triticina) i septorioza
paskowana lisci (ang. Septoria Tritici Blotch, STB) (czynnik sprawczy Septoria tritici)
(Orton i in., 2011; Kolmer, 2013). Do tej pory zidentyfikowano ponad 70 genow
odpornosci na P. triticina (McIntosh 1 in., 2008) 1 blisko 20 genow gtéwnych Stb (Orton
iin., 2011; Tabib Ghaffary i in., 2012). W celu lepszego wykorzystania genow
odpornosci w programach hodowlanych, konieczna jest znajomos¢ ich wyst¢powania
w obecnie uprawianych odmianach europejskich. Klasyczng metoda, ktora z duzym
prawdopodobienstwem pozwala wnioskowac o ich wystegpowaniu w odmianach jest tzw.
metoda postulowania genéw oparta na ogélnie znanym modelu interakcji gen-na-gen Flor
(1956). Obecnos¢ rasowo specyficznych gendéw odporno$ci moze by¢ postulowana
na podstawie jego wzoru ekspresji fenotypowej w postaci tzw. typu infekcyjnego (ang.
Infection Type, IT) przy uzyciu zestawu izolatéw patogenu.



Pszenica

W tym roku celem zadania bylo okreslenie reakcji fenotypowej 200 odmian/linii
pszenicy ozimej na zakazenie izolatem S. tritici oraz zatozenie doswiadczenia
dla okreslenia reakcji fenotypowej kolejnych 200 odmian/linii pszenicy ozimej na zaka-
zenie izolatem S. tritici, co bedzie miato miejsce w roku 2019.

Zadanie realizowano w ramach dwoch tematow badawczych:

1. Ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej w stadium ro$liny dorostej
przez izolaty Septoria tritici (test St-4);
2. Ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej w stadium ro$liny dorostej

przez izolaty Septoria tritici (test St-5), kontynuacja w roku 2019.

OPIS WYNIKOW

Do badan wykorzystano 175 odmian/linii pszenicy ozimej zarowno krajowych, jak
i zarejestrowanych w innych krajach europejskich, oraz 25 odmian/Inii réznicujacych,
ktore wysiano w uktadzie dwoch losowych blokéw, w rzadkach jednometrowych.
Rosliny z rozwinigtym w pei lisciem flagowym zakazano izolatem S. tritici IPO86036.
Po okoto trzech tygodniach przeprowadzono oceng reakcji fenotypowej kazdego obiektu
okreslajac dwa parametry chorobowe przy uzyciu komputerowej analizy obrazu
porazonych lisci: procent powierzchni liscia pokryty nekroza (NEC) oraz piknidiami
(PYC) (WinCam 2010, Regent Instruments Inc., Kanada). W celu wyrdznienia odmian
charakteryzujacych si¢ podobng reakcja fenotypowa (NEC i PYC) zastosowano analizg
skupien aglomeracyjnego grupowania hierarchicznego (ang. agglomerative hierarchical
clustering, AHC — program komputerowy XLSTAT). W wyniku analizy otrzymano
4 klasy obiektéw. Najodporniejsza, a zarazem najmniej liczng, okazata si¢ klasa czwarta.
Klase te stanowily 3 obiekty: TE9111, Capone i KWS Livius, ktorych procent pokrycia
powierzchni liscia (NEC) wynosit odpowiednio 44,4%, 50,4% i 52,2%. W kolejnej pod
wzgledem odpornosci klasie trzeciej zanotowano 13 odmian o zakresie NEC w granicach
57,6-84,7%, natomiast klasa pierwsza zawierala 86 obiektow o zakresie NEC
wynoszacym od 57,3 do 98,9%. Najbardziej podatna, ale i najliczniejsza, klasa druga
zawierata 98 obiektow charakteryzujgcych si¢ zakresem NEC w granicach 78,4-98,8%.
Wsréd nich znalazty si¢ m.in. Famulus, Waxy, Bombus, Avalon (W 2564) i Rywalka.
Podziat ro$lin na klasy obrazuje zalaczony dendrogram (rys. 1).
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Rys. 1. Analiza skupien dla procentowej powierzchni lisci pokrytej nekroza i piknidiami lisci flagowych
odmian/linii pszenicy ozimej po inokulacji izolatem Septoria tritici IPO86036
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WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

W badaniach prowadzonych w poprzednich latach (Czembor i in., 2011) nad spektrum
wirulencji izolatow S. tritici, izolat IPO86036 byl awirulentny do odmian: Arina
(Stb15+6), Tadinia (Sth4+6) i Liwilla (odporno$¢ ilosciowa). W tegorocznym
doswiadczeniu odmiany te nie wykazaly jednak tak wysokiej odpornosci — odmiany
Arina i Liwilla zostaly przypisane do klasy pierwszej (trzeciej pod wzgledem odpornosci)
m.in. razem z odmiang Veranopolis, w stosunku do ktorej (odnoszac si¢ do wczesnigj
wspomnianych do$wiadczen wykonanych na siewkach) izolat IPO86036 powinien by¢
odpowiednio zdecydowanie bardziej wirulentny.

Do wynikéw uzyskanych w tegorocznym doswiadczeniu nalezy odnosi¢ si¢ z duza
ostroznos$cig, poniewaz wysokie temperatury panujagce w czasie trwania do§wiadczenia
($rednia temperatura dobowa 19,5°C, maksymalna 33,8°C — dane ze stacji
meteorologicznej — IHAR Radzikéw) przyspieszyly znaczaco starzenie si¢ roslin,
co prawdopodobnie nie pozwolito na wlasciwe rozwinigcie si¢ objawdéw chorobowych.
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Badania nad wplywem translokacji 1B/1R
na efektywnos¢ uzyskiwania liniit 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

Stowa kluczowe: pszenica ozima, linie homozygotyczne, marker molekularne, segregacja alleli,
biatka gluteninowe

Celem badan wieloletnich jest stwierdzenie, czy obecne w niektérych odmianach
(rodach) pszenicy translokacje 1B/1R majg wptyw na efektywno$¢ uzyskiwania form
haploidalnych i linii podwojonych haploidow (DH) na drodze krzyzowania pszenicy
z kukurydza oraz na prawidlowos¢ zachodzenia segregacji w populacjach linii DH i SSD
wyprowadzonych z mieszancow form translokowanych. Na podstawie dotychczas prze-
prowadzonych badan stwierdzono, ze mieszance zawierajace translokacje odznaczaty si¢
w wiekszosci przypadkow korzystnymi warto$ciami parametrow zwigzanych z efektyw-
no$cig uzyskiwania form haploidalnych. Wykazano takze brak wptywu efektow matecz-
nych na efektywnos$¢ otrzymywania haploidéw droga krzyzowania pszenicy z kukurydza.
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W roku 2018 badano wpltyw efektow matecznych na czgsto$¢ wystepowania alleli
wybranych markerow molekularnych i bialkowych w 8 populacjach linii SSD pszenicy
ozimej (Temat nr 1), a takze poprawnos$¢ segregacji alleli wybranych markerow
molekularnych w populacjach linii DH i SSD pszenicy ozimej wyprowadzonych z tej
samej kombinacji krzyzowkowej (Temat nr 2). Ponadto prowadzono prace zwigzane
z okre$leniem zwigzku miedzy wystepowaniem translokacji 1B/1R a efektywnoscia
otrzymywania form haploidalnych pszenicy ozimej (Temat nr 3). Material do badan
wplywu efektow matecznych stanowity linie SSD uzyskane z mieszancéw wzajemno-
przemiennych migdzy formami zawierajgcymi i niezawierajgcymi translokacji: STHOO7A
x Brillant*, Brillant* x STHO07A, Brillant*x Fidelius, Fidelius % Brillant*, Fidelius x
Palma*, Palma* x Fidelius, STHOO7A x Palma*, Palma* x STHOO7A (* oznacza formeg
z translokacjg). Badano tacznie 160 linii SSD. Segregacj¢ alleli wybranych markerow
molekularnych analizowano w populacjach linii DH (FIDH) i SSD (SSDF5) trzech
kombinacji krzyzowkowych: C15384, K16124, K16125. W obu tematach analizy
molekularne linii wykonano z wykorzystaniem wybranych z literatury markerow
mikrosatelitarnych zwigzanych z wazymi z uzytkowego punktu widzenia cechami, takimi
jak wysoko$¢ roslin, reakcja fotoperiodyczna, dlugos¢ okresu wegetacji, masa ziarna
(MTZ), a takze markera identyfikujacego obecnos¢ translokacji. Produkty amplifikacji
rozdzielono z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej przy uzyciu analizatora
genetycznego (Analizator Genetyczny DNA firmy Applied Biosystem). Ponadto
okreslono sklad wysokoczasteczkowych biatek gluteninowych metoda SDS-PAGE.
Segregacje alleli badano za pomoc3 testu chi-kwadrat.

Wyniki analizy segregacji alleli markerow SSR w populacjach linii SSD (Temat nr 1)
zamieszczono w tabeli 1. Sposrod 8 analizowanych kombinacji krzyzéwkowych
w czterech obserwowano istotne zaburzenia w segregacji markera Scm9, wskazujacego
na obecnos$¢ translokacji 1B/1R. Segregacja pozostalych markeréw (z nielicznymi
wyjatkami) odpowiadata oczekiwanemu stosunkowi 1:1.

Materiat do badan w ramach Tematu 3 stanowilo 12 kombinacji krzyzéwkowych
pokolenia F; uzyskanych ze skrzyzowania form zroznicowanych pod wzgledem
obecnosci translokacji 1B/1R. Dla uzyskania informacji o wptywie translokacji 1B/1R na
efektywnos$¢ uzyskiwania form haploidalnych z wykorzystaniem zjawiska eliminacji
chromosoméw przeprowadzono krzyzowanie pszenicy z kukurydzg. Analizowano
podstawowe parametry, w tym liczbg rozrosnigtych zalgzni/100 zapylonych kwiatkow,
liczbe zarodkow/100 rozro$nigtych zalgzni, liczbg zarodkow oraz liczbg haploidéw nal00
zapylonych kwiatkow. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie. Na podstawie
wynikéw uzyskanych w latach poprzednich stwierdzono, ze procent haploidalnych
zarodkoOw w rozro$nigtych zalgzniach byt istotnie wyzszy w przypadku mieszancow,
ktorych jedna lub obie formy rodzicielskie posiadaty translokacj¢, niz przypadku
mieszancow miedzy formami bez translokacji. W 2018 najwicksza efektywno$¢ mierzong
procentem uzyskanych haploidow w stosunku do zapylonych kwiatkéw stwierdzono
rowniez dla mieszanca zawierajacego translokacj¢ pszenno-zytnia.
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Tabela 1
Wyniki testu chi-kwadrat dotyczacego segregacji alleli wybranych loci w populacjach linii SSD
z uwzglednieniem kierunku krzyzowania

Liczba genotypoéw w kombinacjach krzyzowkowych
Marker | Allel (pz)| STH x | Brillant x | Brillant x | Fidelius x | Palma x | Fidelius x | STH x Palma x

Brillant STH Fidelius Brillant Fidelius Palma Palma STH

206# 5 7 7 5 8 5 5 5

Scm9 - 15 13 13 15 12 12 15 14
o 5,00% 1,80 1,80 5,00% 0,80 2,88 5,00% 4,26*

174 10 7 18 18 19 19 9 11

Xgwm261 192 7 12 0 0 0 0 10 9
[ 0,53 1,32 - - - - 0,05 0,20

210 11 8 10 9 20 19 20 19
Xbarcl51-A 224 7 10 9 8 0 0- 0 0
b 0,89 0,22 0,05 0,06 - - - -

165 18 10 5 9 10 10 20 20
Xgwm382 124 2 9 10 11 9 7 0 0
P 12,80 0,06 1,67 0,20 0,05 0,53 - -

193 19 20 19 19 20 20 19 20

Xwmc602 168 0 0 0 0 0 0 0 0
X - - - - - - - -

154 7 10 19 19 19 19 7 8

Xgwm639 172 12 10 0 0 0 0 12 10
b 1,32 0,00 - - - - 1,32 0,06

160 11 12 0 0 10 9 20 20

Xgwm484 162 8 8 18 18 9 8 0 0
P 0,47 0,80 - - 0,05 0,06 - -

190 0 0 10 13 20 19 8 11

Xgwm257 192 19 20 9 6 0 0 10 8
b - - 0,05 2,58 - - 0,22 0,47

126 8 12 8 10 19 18 18 20
Xgwm344 147 11 6 9 7 0 0 0 0
1 0,22 2,00 0,06 0,06 - - - -

178 11 7 0 0 4 7 19 20

Xgwml65 182 8 12 19 19 14 11 0 0
b 0,47 1,32 - - 5,56% 0,89 - -

#allel 206 pz identyfikuje translokacje; xzoyos— 3,84; X20,01— 6,63
WNIOSKI

1. Obecno$¢ translokacji 1B/1R w populacjach linii SSD wytworzonych z mieszancow
F, nie powodowata zaburzen w segregacji analizowanych markeréw molekularnych
zwigzanych z cechami uzytkowymi.

2. W badanych populacjach linii SSD pszenicy czesto§¢ wystgpowania form
nietranslokowanych byla wyzsza niz zawierajacych translokacje. Roznice te nie
zawsze byly jednak statystycznie istotne.

3. W wigkszosci przypadkdéw nie stwierdzono wplywu kierunku krzyzowania form
translokowanych z nietranslokowanymi w procesie otrzymywania mieszancow Fj,
aw dalszej kolejnosci z wyprowadzonych z nich populacji linii SSD na czgstos¢
wystepowania alleli wybranych markeréw molekularnych i biatkowych.
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4. Stwierdzono zaburzenia w segregacji alleli markerow zwigzanych z wernalizacja
i dlugoscig okresu wegetacji w kombinacjach krzyzowkowych K16124, K16125
1 C15384.

5. Segregacja alleli w loci Glu-1 byla w wigkszosci przypadkéw prawidtowa.
Zaburzenia wystapity tylko w kombinacji C15384 — w liniach DH w locus Glu-BI
i w liniach SSD w locus Glu-Al.

12
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Poszukiwanie oraz wykorzystanie markerow
fenotypowych, metabolicznych 1 molekularnych
do badania typoéw odpornosci na fuzarioze ktoséw
u form pszenicy o zroznicowanej 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

Stowa kluczowe: Fhbl, Fusarium, fuzarioza ktosow, markery molekularne, mykotoksyny,
odpornos$é, pszenica

CELE PROJEKTU

1. Ocena stopnia porazenia kltosé6w genotypdw pszenicy ozimej przez Fusarium celem
wyboru form odpornych pod wzgledem odpornosci typu 1 oraz 2 na fuzarioze
ktosow.

2. Ocena odpornos$ci na uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium (typ odporno$ci 3) oraz
tolerancji genotypdw pszenicy na fuzarioze ktosow (typ odpornosci 4) celem wyboru
form odpornych.

3. Okreslenie zawartosci ergosterolu (wskaznik zawarto$ci grzybni) oraz toksyn
fuzaryjnych w ziarnie (typ odpornosci 5) wybranych genotypow pszenicy
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wykazujacych podwyzszong odpornos¢ na porazenie klosa i uszkodzenie ziarniakow
przez Fusarium.

4. Uzyskanie pokolenia F;BC, pi¢ciu kombinacji krzyzéwkowych pszenicy ozimej
po wezesniejszej selekcji molekularnej osobnikéw pokolenia F,BC, na obecnos¢
genu Fhbl odpornosci na fuzarioze klosa.

MATERIALY I METODY

Odporno$¢ na fuzarioze klosow genotypdéw pszenicy testowano w warunkach polo-
wych w IHAR Radzikéw oraz w IGR PAN w Poznaniu (Cerekwica). Materiat badawczy
stanowilty genotypy, ktore wykazaty odpornos¢ w roku 2017 oraz nowe niebadane
dotychczas genotypy. Formy wzorcowe stanowitly odmiany i linie odporne; wybrane
genotypy o wysokiej podatnosci na porazenie klosa; wspotczesne odmiany o wysokim
plonie. Klosy pszenicy w fazie kwitnienia opryskiwano zawiesing zarodnikow Fusarium
culmorum. Oceniano porazenie ktosow wyliczajac indeks fuzariozy ktosow (IFK).

W celu okreslenia odpornosci typu 1 klosy pszenicy opryskiwane byly zawiesing
zarodnikow F. culmorum. Oceniana byta liczba punktéow infekcji na klosach. W celu
okreslenia odpornosci typu 2 zastosowana byla metoda inokulacji punktowej. Nasilenie
fuzariozy ktosow oceniane byto poprzez okreslanie liczby ktoskow z objawami choroby.

Prowadzone byly doswiadczenia infekcyjne w 5 punktach do§wiadczalnych (Debina,
Nagradowice, Polanowice, Smolice, Strzelce). W do$wiadczeniach tych wysiano nowe
genotypy, ktorych odpornos$¢ nie byta dotychczas badana. Metodyka doswiadczenia byta
podobna w Radzikowie i Poznaniu.

Proporcja ziarniakow uszkodzonych przez Fusarium byta okreslana wizualnie poprzez
podzial proby ziarniakéw na ziarniaki zdrowe i ziarniaki z objawami poraZzenia przez
Fusarium (Argyris i in., 2003). Wyliczono wartos¢ FDK w oparciu o mase¢ ziarniakow
uszkodzonych (FDK masa) oraz ich liczbe¢ (FDK liczba) w odniesieniu do masy lub
liczebnos$ci catej proby. Okreslona zostala wzgledna warto$¢ komponentéw plonu ziarna
w odniesieniu do prob kontrolnych.

W wybranych probach ziarna pszenicy z doswiadczen z roku 2017 analizowana byta
zawartos¢ DNA F. culmorum. Wykorzystano technike real-time PCR zgodnie
z metodyka opisang przez Nicolaisen i in. (2009). Wyliczono wzgledng zawarto§¢ DNA
F. culmorum w stosunku do DNA pszenicy (pg/ug).

Ziarno z genotypow o najwyzszej odpornosci analizowano pod wzgledem zawartosci
ergosterolu oraz toksyn fuzaryjnych. Zawarto$¢ ergosterolu okreslona byla metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (Perkowski i in., 2007, 2008). Zawartos¢
trichotecenow z grupy B (deoksyniwalenol [DON], 3-acetyl deoksyniwalenol [3AcDON],
15-acetyl deoksyniwalenol [15AcDON], niwalenol [NIV]) analizowano przy
wykorzystaniu techniki chromatografii gazowej (Goral i in., 2019). Zawartos¢
zearalenonu (ZEN) oznaczano za pomocg ilosciowego testu ELISA AgraQuant® ZON
40/1000 zgodnie z procedura podang przez producenta.
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Selekcja wspomagana markerami molekularnymi (MAS)

Materialem wykorzystanym w badaniach byly rosliny pokolenia F,BC, pochodzace
z pigciu kombinacji krzyzoéwkowych. Dawcg genu odporno$ci na fuzarioze byta linia
AlIll62/1, natomiast biorcami — linie SMH8527, DL.414/10, STH1178, MIB11262 oraz
NAD10041. W ramach tematu przeanalizowano tgcznie 600 roslin — po 120 z kazdej
kombinacji. W pierwszym etapie selekcji rosliny pokolenia F,BC, testowano w poszuki-
waniu osobnikow homozygotycznych pod wzgledem genu odpornosci Fhbl (w typie
rodzica-dawcy), na podstawie analizy polimorfizmu markerow SSR sprzezonych
z genem, tj. UMNI10 lub cfb6033. Polimorfizm badano rowniez w /loci markerow
flankujacych dystalnie (gwm389) i proksymalnie (gpw3248), majac na celu selekcje
homozygot w typie rodzica wypierajacego. Po tym etapie zawe¢zono pule roslin
do osobnikéw, ktore byly homozygotami pod wzglgdem genu odpornosci Fhbl (w typie
rodzica-dawcy) oraz (w miar¢ mozliwo$ci) homozygotami w typie rodzica wypierajacego
pod wzgledem /loci markerow flankujacych. W celu potwierdzenia wynikow selekcji
przetestowano ponownie /oci wymienionych wczes$niej markerow oraz dodatkowo
zbadano polimorfizm kolejnych dwdch markeréw flankujgcych, tj. gwmd493 i barcl2,
polozonych blizej genu Fhbl.

Po zakonczeniu analiz molekularnych wybrane ro$liny pokolenia F,BC, zostaty
wykorzystane do uzyskania pokolenia F;BC,. Rosliny zostaly poddane jarowizacji
(8 tygodni w temp. 4°C), a nastepnie prowadzono je w warunkach szklarniowych.

WYNIKI

Sredni IFK w Cerekwicy wyniost 6,9% (0-33,0%), natomiast w Radzikowie 9,0%
(0,5-30,0%). Najwyzsza odpornos¢ wykazaly wzorce odporne oraz genotypy:
KBP04.164, KBP05.284, NAD13014, NAD13015, NAD13016, NAD13017, POB0316,
POB457/07, POB759/04 i STH9059.

Srednia odporno$é¢ typu 1 wyniosta 1,54 punktéw infekcji (pi) (1,00-2,89 pi).
Najwyzsza odporno$¢ typu 1 wykazat wzorzec odporny: 20816/2[Fhbl+] oraz genotypy
NAD13015, KBP10 40, NAD13014, POB0211, POB0114, STH105, NAD11053,
NAD13024, NAD13017, POB759/04, DC332/09-3, DCh4763/07, POB0616. Srednia
odporno$¢ typu 2 wyniosta 1,89 porazonych kloskoéw (pk) (0-6,71 pk). Najwyzsza
odporno$¢ typu 2 wykazato 10 wzorcéw odpornych oraz genotypy STHO032 i KOH275.
Najwyzszg $rednig odporno$é obu typoéw wykazato 9 wzorcow odpornych. Wysoka byta
rowniez odpornos¢ nastgpujacych genotypow: STH2041, NADI13016, POBO0514,
NADI13017. Srednia odpornosci obu typéw korelowata istotnie z IFK warunkach
polowych (r = 0,632).

Analiza sktadowych gtéwnych, w ktérej zmiennymi bylty IFK z lokalizacji (Poznan,
Radzikow, Debina, Nagradowice, Polanowice) pozwolita na zidentyfikowanie genotypow
wykazujacych odpormos$¢ na porazenie ktosa we wszystkich srodowiskach. Byly to np.:
ANDS82/11/50, POB1016, POB1216, NAD14008, STH5483, AND532/11, AND245/13,
STH4317, POBO0616, POB0216, POB0816, POB0516, SMH9523, NAD14020,
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POB0316, STH5407, KBP296/48, SMH9326, STHS5485, DMS850/14. Najwyzsza
odpornos¢ sposrod wzorcow wykazata odmiana Kilimanjaro.

Srednie uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium wyniosto FDK masa = 14,3%
(2,6-43,2%) oraz FDK liczba = 21,1% (3,7-52,4%). Najnizsze uszkodzenie ziarniakow
mialo 21 genotypow w tym 7 wzorcoOw odpornych. Byty to np. STH 9059, NAD 13014,
NAD 13017, POB 170/04, NAD 14008, STH 5261, STH 5316. IFK korelowat istotnie
z uszkodzeniem ziarniakow.

Redukcja plonu ziarna z ktosa (RMZK) wyniosta srednio 45,6% 90-86,4%). Liczba
ziarniakow w klosie (LZK) zostata zredukowana $rednio o 33,2% (0-81,5%). Masa
tysigca ziarniakow (MTZ) zostata zredukowana $rednio o 20,9% (0-54,9%). Najnizsza
redukcje MZK w odniesieniu do kontroli odnotowano u 7 wzorcéw odpornych, odmiany
Artist oraz 11 genotypéw (w tym: ANDS82/11/50, STH9059, POB0316). Sredni indeks
fuzariozy ktoséw oraz FDK korelowaly z redukcjami masy ziarna z klosa i liczby
ziarniakéw w ktlosie.

Zidentyfikowano genotypy taczace odporno$¢ na porazenie klosa (typ 1+2),
uszkodzenie ziarniakow (typ 3) oraz niskg redukcj¢ plonu ziarna (typ 4). Byly to:
STH9059, POB0316, NAD13014, KBP1629, STH5261 oraz czgs¢ wzorcéw odpornych.

W wybranych probach pszenicy z 2017 koncentracja DNA F. culmorum wyniosta
srednio 28034 pg na 1 pg DNA pszenicy. W probach z Poznania zawarto$¢ DNA (39117
pg/ug) byta ponad dwukrotnie wyzsza niz z Radzikowa (16952 pg/ug). Zawartos¢ DNA
korelowatla istotnie z innymi miernikami oceny odpornosci pszenicy na fuzarioze ktosow.
Bardzo wysokie byty wspotczynniki korelacji z IFK 1 FDK.

Srednia zawarto$¢ deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie badanych genotypoéw wynosita
1495 nug/kg (58-7726 ug/kg). W probach z Poznania zawarto§¢ DON bylta bardzo niska
i wyniosta 595 pg/kg (23-8300 pg/kg). W Radzikowie natomiast byta 4-krotnie wyzsza
i wynosita 2395 pg/kg (0-13825 ng/kg). Stwierdzono obecno$¢ w ziarnie pszenicy
pochodnych acetylowych DON — 3AcDON i1 15AcDON. Zawartosci tych toksyn byty
bardzo niskie. Srednia zawarto$¢ niwalenolu (NIV) w ziarnie badanych genotypoéw byta
wyzsza niz zawartoS§¢ DON i wynosita 2778 ug/kg (353-8173 ug/kg). W probach
z Radzikowa zawarto$¢ NIV byla bardzo niska i wyniosta 67 pg/kg (0375 ug/kg).
W Poznaniu natomiast byta bardzo wysoka i wynosita 5488 pg/kg (680—16295 ng/kg).

Srednia sumaryczna zawarto$¢ trichotecenéw z grupy B w ziarnie genotypow
pszenicy wynosita 4338 ug/kg. Zakres zmiennosci od 840 (S10[Fhbl1+]) do 14465 ng/kg
(POB0416).

Zawartos¢ ZEN w ziarnie byla niska i wynosita $rednio 45 ug/kg (0-454 ug/kg).
W prébach ziarna z Poznania stwierdzono jedynie $rednio 17 ug/kg ZEN, natomiast
w probach z Radzikowa zwartos¢ ZEN wynosita 73 pg/kg.

Ze wzgledu na znaczne rdéznice w porazeniu klosow genotypow badanych w dwoch
doswiadczeniach z Radzikowie, analizowano ich wyniki oddzielnie. Analiza wielo-
czynnikowa wykazata, ze w grupie odpornych najnizsza akumulacje¢ r6znych grup toksyn
stwierdzono u wzorcow odpornych (z wyjatkiem Ariny i Fregaty) oraz u genotypow
POBO0114, NAD13014, STH9059, NAD13024 i AND82/11/50, AND4019/14, POBO111,
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NAD13024, AND4023/14, POB679/03, NAD13017, POB0616 (rys. 1). W grupie DW
najnizszg akumulacj¢ roznych grup toksyn stwierdzono u genotypéw STH6151,
STHS5347, STH6130, NADI15105, STH6116, STH6167, STH6177, NADIS115,
STHS5261, POB0517, STH6177, STH6167 1 STH6111 (rys. 2).

Biplot (axes F1 and F2: 69,06 %)
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Rys. 1. Uktad wspélrzednych dwoch skladowych gléownych dla 43 genotypow pszenicy ozimej z grupy
‘odporne’. Skladowe wyjasniaja 69,06% zmiennoS$ci odporno$ci akumulacje zearalenonu (ZEN)
i trichotecen6ow z grupy B (suma DON, NIV) w ziarnie z do§wiadczen w Poznaniu (P) i Radzikowie (R).
Wektory wskazuja kierunek wzrostu warto$ci zmiennych

Indeks fuzariozy kloséw korelowat istotnie z zwartoscig trichotecendw oraz
zearalenonu. Najnizszy byl wspotczynnik korelacji z 15AcDON, najwyzszy dla ZEN.
Uszkodzenie ziarniakéw nie korelowato z zawartoScia DON, natomiast wysokie bytly
wspotczynniki korelacji z zawartosciami NIV 1 ZEN. St¢zenie DON nie korelowato istot-
nie z zwarto$cig NIV. Istotny, lecz niski byt wspolczynnik korelacji ze stezeniem ZEN.

W wyniku selekcji we wszystkich populacjach zidentyfikowano tacznie 166 osob-
nikow homozygotycznych w loci markeréow centralnych (UMNI10 lub c¢fb6033)
sprzgzonych z genem odpornosci na fuzariozg ktosow Fhbl. Wsrdd tej grupy znalazlo si¢
135 roslin homozygotycznych (w typie rodzica wypierajacego) w locus flankujacego
proksymalnie markera gpw3248 (27 w locus markera gwm493) oraz 75 osobnikdéw
homozygotycznych w locus markera flankujacego dystalnie — gwm389 (47 w locus
markera barcl2). Najbardziej pozadanym ukladem alleli byl natomiast uktad:
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homozygota w typie rodzica dawcy w Jocus markera centralnego oraz homozygoty
w typie rodzica wypierajacego w loci markeréw flankujgcych.

Biplot (axes F1 and F2: 69,60 %)
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Rys. 2. Uklad wspolrzednych dwoch sktadowych gléwnych dla 30 genotypéw pszenicy ozimej z grupy
‘DW. Skladowe wyjasniaja 69,60% zmienno$ci odpornosci akumulacje¢ zearalenonu (ZEN)
i trichotecenow z grupy B (suma DON, NIV) w ziarnie z do§wiadczen w Poznaniu (P) i Radzikowie (R).
Wektory wskazuja kierunek wzrostu wartosci zmiennych

Po zakonczeniu analiz wybrano 55 roslin, ktore postuzyly do uzyskania pokolenia
FsBC,. Kazda z kombinacji potraktowano indywidulanie pod wzgledem kryteriow
selekcji osobnikow do dalszego rozmnazania, wybierajac te o wczesniej wspomnianej
najlepszej kombinacji alleli. Dodatkowo, w kazdej kombinacji zebrano nasiona z o$miu
ro$lin homozygotycznych w typie rodzica wypierajacego zardwno w locus markera
centralnego, jak i w Joci markerow flankujacych. Rosliny te beda stanowi¢ grupeg
kontrolng w przysztych doswiadczeniach infekcyjnych.

LITERATURA

Argyris J., Van Sanford D., TeKrony D. 2003. Fusarium graminearum infection during wheat seed
development and its effect on seed quality. Crop Sci. 43: 1782 — 1788.

Goral T., Wisniewska H., Ochodzki P., Nielsen L. K., Walentyn-Goral D., Stgpien L. 2019. Relationship
between Fusarium head blight, kernel damage, concentration of Fusarium biomass, and Fusarium toxins
in grain of winter wheat inoculated with Fusarium culmorum. Toxins 11: 2.

18



Pszenica

Nicolaisen M., Suproniene S., Nielsen L. K., Lazzaro I., Spliid N.H., Justesen A. F. 2009. Real-time PCR for
quantification of eleven individual Fusarium species in cereals. Journal of Microbiological Methods 76:
234 — 240.

Perkowski J., Busko M., Stuper K., Kostecki M., Matysiak A., Szwajkowska-Michatek L. 2008.
Concentration of ergosterol in small-grained naturally contaminated and inoculated cereals. Biologia 63
(4): 542 — 547.

Perkowski J., Wiwart M., Busko M., Laskowska M., Berthiller A., Kandler S., Krska R. 2007. Fusarium
toxins and total fungal biomass indicators in naturally contaminated wheat samples from northeastern
Poland in 2003. Food Additiv. Contam. 24 (11): 1292 — 1298.

19






NR 286 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN 2019
e-ISSN 2657-8913

ANNA NADOLSKA-ORCZYK

KAROLINA BARCHACKA

SEBASTIAN GASPARIS

HANNA OGONOWSKA

MACIEJ KALA

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Pafnstwowy Instytut Badawczy, Radzikow

Kierownik Tematu: prof. dr hab. Anna Nadolska-Orczyk Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin —
Panstwowy Instytut Badawczy, Radzikdéw, 05-870 Blonie tel. kierownik: 22 7334619; sekretariat:

22 7334658, e-mail: a.orczyk@ihar.edu.pl

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 5

Identyfikacja zmiennosci genetycznej pszenicy
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CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

Najnowszy stan wiedzy w temacie genow glownych wptywajacych na produktywnosé
i inne wazne cechy agrotechniczne pszenicy i jeczmienia w tym geny z rodziny CKX
przedstawiliSmy w pracy przegladowej Nadolska-Orczyk i in. (2017). Ich poznawanie
ianaliza funkcji jest mozliwa dzieki rozwijajacej si¢ wiedzy dotyczacej genomow,
genomiki poréwnawczej oraz technikom biotechnologicznym umozliwiajacym
charakterystyke wybranych genow.

W dalszej czesci tej pracy zebraliSmy informacje na temat charakterystyki/funkcji
innych genow gltownych istotnie wptywajacych na produktywnos¢ zboz, zidentyfiko-
wanych 1 scharakteryzowanych za pomoca najnowszych narz¢dzi biotechnologicznych.
Zostaly one sklasyfikowane, ze wzgledu na ich funkcje do grupy: 1) czynnikéw
transkrypcyjnych regulujacych rozwoj klosa i wptywajacych na liczbg i wielko$¢ ziarna,
2) genéw bioracych udziat w metabolizmie lub szlakach sygnatowych regulatorow
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wzrostu, 3) genéw determinujgcych podzialy i proliferacj¢ komorek, gtéwnie modulujac
wielko$¢ ziarna, 4) regulatoréw kwitnienia wptywajacych na architekture kwiatostanu
i liczbe nasion, 5) genow kontrolujagcych metabolizm weglowodanow i1 tym samym
wplywajacych na architekturg ro$lin i plon ziarna.

Wsrod scharakteryzowanych gendéw bioracych udzial w metabolizmie cytokinin sg
geny CKX pszenicy 1 jeczmienia. Kodujg one enzym dehydrogenaze cytokininy (CKX),
nicodwracalnie degradujgcy cytokininy a ich ekspresja i aktywno$¢ kodowanego przez
nie enzymu jest rozwojowo i tkankowo-specyficzna. Wykazana przez nas ujemna
korelacja pomigdzy liczbg nasion oraz ekspresja genow HvCKXI 1 HvCKX2
w rozwijajacych si¢ ktosach jeczmienia (Zalewski i in., 2010, 2012, 2014) $§wiadczyta
o silnym wptywie zawarto$ci cytokinin w okreslonych organach na produktywnosc.
Podobnie wykazano, ze liczba ziarniakéw u ryzu byla regulowana przez gen z tej samej
rodziny CKX, OsCKX2 (Ashikari i in., 2005). W najnowszych badaniach u pszenicy
opisano 5 haplotypow genu TaCKX6-DI, z ktorych jeden, TaCKX6-Dla, wykazujacy
obnizong w stosunku do pozostalych ekspresj¢ determinowal formowanie wigkszego
ziarna o wyzszej masie (Lu i in., 2015; Zhang i in., 2012). Dla innego genu z rodziny
TaCKX, TaCKX4 wykazano silny zwigzek pomiedzy liczbg kopii a zawarto$cig chlorofilu
w lisciu flagowym po kwitnieniu i masa ziarna (Chang i in., 2015).

Do innej, ciekawej rodziny gendow kontrolujgcych wielko$¢ ziarna pszenicy naleza
geny NAC kodujace czynniki transkrypcyjne NAC. Najistotniejszy z nich, NAM-B1 (Gpc-
B1) determinuje przyspieszenie starzenia si¢ ro$lin, co wptywa na podniesienie jako$ci
biatka poprzez zwickszenie zawartosci cynku i zelaza (Uauy i in., 2006 a,b). Nad-
ekspresja innego genu z tej rodziny, TaNAC2-54, wzmacnia wzrost korzeni i poziom
akumulacji azotu przez co zwigksza plon ziarna (He i in., 2015).

Celem tegorocznego tematu badawczego jest ocena dziedziczenia znacznikoéw
genetyczno/biochemiczno/fizjologicznych produktywnosci i masy korzenia w przeka-
zanych przez hodowcow genotypach/materiatach hodowlanych i poszerzenie puli
charakteryzowanych genotypéw (ocena minimum 6 F;; poszerzenie puli genotypow —
minimum 10).

OPIS WYNIKOW

Wykonano trzy dalsze krzyzowania niezb¢dne do oceny minimum 6 mieszancow F,
oraz wytypowano na podstawie informacji od hodowcoéw nastgpnych 10 genotypow
pszenicy do badan. W uzyskanych mieszancach i w wytypowanych genotypach
przeprowadzono ocen¢ poziomu ekspresji wzglednej genow TaCKXI, TaCKX6
1 TaNAC2-54 w korzeniach siewek i genu TaCKXI w dojrzewajacych ktosach 7 DAP.
Dane dotyczace poziomu ekspresji genu TaCKX! w dojrzewajacych ktosach (ktosy 7
DAP) pobranych z fitotronu i z pola 10 rodéw i odmian z Hodowli Ro$lin Strzelce Sp.
z 0.0. Grupa IHAR oraz 6 pokolen F; przedstawiono w tabeli 1. Nie stwierdzono istotnej
korelacji miedzy ekspresjg TaCKX1 w ktosie 7 DAP z fitotronu i z pola. Dane dotyczace
oceny poziomu ekspresji genow TaCKXI, TaCKX6 oraz TaNAC2-5A w korzeniach
siewek 10 rodow i odmian z Hodowli Ros$lin Strzelce Sp. z o0.0. oraz 6 pokolen F,
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przedstawiono w tab. 2. Stwierdzono istotng statystycznie, silng korelacje pomiedzy
ekspresjg TaCKXI a TaCKX6 oraz TaNAC2-54, a takze migdzy ekspresja TaNAC2-54
a TaCKXG6.

Tabela 1
Ocena poziomu ekspresji genu 7aCKX1 w dojrzewajacych klosach (klosy 7 DAP) roslin rosnacych
w fitotronie i na polu oraz aktywnos$¢ enzymu CKX 10 rodéw i odmian z Hodowli Ro§lin Strzelce
Sp. z 0.0. Grupa IHAR oraz 6 pokolen F, (tylko dla fitotronu)

Rody i odmiany ?;SCI’)IZ?I? ];Z,I;SC[,)[;?'}? Ekspresja Aktywnos¢
Lp.| zHR Strzelce |, . . (0N . . . oS TaCKXI POLE| wzglgdna
oraz 6 F, $rednia: 3 rosl. $rednia: 3 rosl. +FIT. POLE/FIT.
x 3 (FIT.) x 3 (POLE)
1 KOH 1-18 0,039 0,013 0,037 0,007 0,076 1,170/0,730
2 KOH 2-18 0,060 0,016 0,038 0,008 0,099 1,411/1,766
3 KOH 3-18 0,121 0,019 0,019 0,005 0,140 1,183/0,743
4 KOH 4-18 0,073 0,025 0,031 0,002 0,106 1,025/1,033
5 KOH 5-18 0,127 0,014 0,026 0,006 0,153 0,753/1,183
6 KOH 6-18 0,049 0,006 0,046 0,020 0,095 0,751/1,445
7 KOH 7-18 0,032 0,018 0,018 0,006 0,050 0,901/0,917
8 KOH 8-18 0,078 0,029 0,055 0,009 0,133 1,171/0,825
9 KOH 9-18 0,032 0,003 0,021 0,006 0,053 1,021/1,461
10  KOH 10-18 0,082 0,011 0,026 0,007 0,108 0,725/0,662
11 1K 0,109 0,023 n.t. n.t. 0,109 n.t./1,283
12 2K 0,064 0,016 n.t. n.t. 0,064 n.t./1,246
13 3K 0,143 0,023 n.t. n.t. 0,143 n.t./1,408
14 4K 0,078 0,014 n.t. n.t. 0,078 n.t./0,910
15 5K 0,077 0,011 n.t. n.t. 0,077 n.t./1,609
16 6K 0,103 0,018 n.t. n.t. 0,103 n.t./0,880
$rednia 0,079 0,016 0,032 0,008 0,099 1,011/1,020
oS 0,034 0,007 0,012 0,005 0,032 0,228/0,362

FIT. — fitotron, n.t. — nie testowano

W probkach poddawanych analizie ekspresji genéw TaCKX wykonano pomiary
aktywnosci enzymu CKX. Byly to ktosy 7 DAP (tab. 1) i korzenie 5-dniowych siewek
(tab. 2) pobranych z rodéow hodowlanych/odmian z HR Strzelce oraz 6 mieszancow F;.
Stwierdzono istotng statystycznie korelacje migdzy ekspresja TaCKXI1 w ktosach 7 DAP
pobranych z fitotronu a aktywnoS$cig. Zakresy aktywno$ci enzymu w Kkorzeniach
materialow z HR Strzelce oraz 6 pokolen F; (tab. 2) byly bardziej zré6znicowane, jednak
nie odnotowano korelacji migdzy aktywnoscig enzymu CKX a ekspresjag genow TaCKX1,
TaCKX6, TaNAC2-5A4.

Nastgpnie przeprowadzono ocen¢ najwazniejszych cech fenotypowych jak masa
korzenia 5-dniowych siewek i produktywnos$¢. Wyniki masy korzenia 5-dniowych siewek
pobranych z rodéw hodowlanych oraz odmian z HR Strzelce oraz 6 pokolen F,
zamieszczono w tabeli 2. Nie stwierdzono wyraznej korelacji migdzy masg korzenia
i ekspresja genow TaCKX6 oraz TaNAC2-54. Dla genu TaCKXI wykazano istotng
statystycznie korelacj¢ z masa korzenia 5-dniowej siewki.

Wyniki innych cech fenotypowych, tj. wysokos$ci roslin, liczby todyg i ktoséw w tym
ktoséw potpustych, liczby nasion, masy nasion i $redniej dtugosci ktosa dla 10 rodow
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iodmian z HR Strzelce oraz 6 pokolen F, byly korelowane z poziomem ekspresji
badanych genow. Nie odnotowano istotnych statystycznie korelacji.

Tabela 2
Ocena poziomu ekspresji genéw TaCKX1, TaCKX6 oraz TaNAC2-5A, aktywno$¢ wzgledna enzymu
CKX oraz masa korzenia w korzeniach siewek 10 rodéw i odmian z HR Strzelce oraz 6 pokolen F,

Rody i odmiany . Aktywnos¢ Ekspresja Ekspresja Ekspresja

Lp.|zHR St6rzFellce oraz| Masa korzenia [g] Wzlt;;;f;r(.ina TaCKX] TuCKX6 TaNAC2-54
1 KOH 1-18 0,067 1,175 0,0039 0,0040 0,1505
2 KOH 2-18 0,063 2,026 0,0058 0,0069 0,1891
3 KOH 3-18 0,092 1,022 0,0030 0,0033 0,1530
4 KOH 4-18 0,065 1,131 0,0024 0,0021 0,1441
5 KOH 5-18 0,094 0,930 0,0048 0,0011 0,1143
6 KOH 6-18 0,090 0,990 0,0029 0,0018 0,0018
7 KOH 7-18 0,086 0,953 0,0019 0,0037 0,1323
8 KOH 8-18 0,073 0,759 0,0037 0,0036 0,1210
9 KOH 9-18 0,084 0,539 0,0055 0,0061 0,1225
10 KOH 10-18 0,076 0,690 0,0029 0,0036 0,1180
11 1K 0,039 1,019 0,0056 0,0043 0,1626
12 2K 0,066 1,015 0,0025 0,0031 0,0326
13 3K 0,053 1,228 0,0130 0,0103 0,2346
14 4K 0,055 0,920 0,0031 0,0041 0,1317
15 SK 0,054 0,938 0,0016 0,0018 0,0468
16 6K 0,066 1,042 0,0002 0,0003 0,0086
$rednia 0,070 1,000 0,0039 0,0038 0,1162
0S 0,016 0,334 0,0028 0,0024 0,0640

Przeprowadzono rowniez dodatkowe badania ekspresji genow TaCKX2.1 i TaCKX2.2
w klosach 7 DAP z 30 genotypow rosngcych w fitotronie Iub na polu, zebranych w 2017
roku. Nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji migdzy ekspresja w ktosie 7 DAP
z fitotronu i z pola dla genu TaCKX2.1, TaCKX2.2 oraz pomi¢dzy nimi (dla fitotronu).
Natomiast wykazano wysoka, istotng statystycznie korelacje¢ pomiedzy 7TaCKX2.1
a TaCKX2.2 dla ktoséw 7 DAP z pola, ktéra wynosita 0,70 (p=0,001).

WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

1. Brak istotnej korelacji pomiedzy ekspresja genu 7aCKX1 w ktosach zebranych z pola
i w klosach pochodzacych z fitotronu $wiadczy o wpltywie srodowiska na ekspresje
tego genu.

2. Istotna statystycznie, silna korelacja pomiedzy ekspresja genow TaCKXI, TaCKX6
oraz TaNAC2-54 w korzeniach siewek swiadczy o silnej koregulacji tych genow.

3. Korelacja ekspresji genu T7aCKXI z masg korzenia z 5-dniowej siewki $wiadczy
o mozliwosci uzycia tego miernika do oceny wzrostu korzeni siewek a tym samym
prognozowania produktywno$ci roslin.

4. Brak korelacji migdzy aktywnoscig enzymu CKX a ekspresjag genow TaCKXI,
TaCKX6 oraz TaNAC2-5A w Kkorzeniach oraz pozytywna Kkorelacja pomiaru
aktywnosci enzymu CKX w ktosach 7 DAP probek pochodzacych tylko z fitotronu
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jednej hodowli wskazuje na brak mozliwosci uzycia pomiaru aktywnos$ci jako
markera produktywnosci.

5. Korelacje ekspresji genow TaCKXI1 i TaCKX6 w korzeniu z niektérymi cechami
plonotworczymi wskazuja, ze mogg one by¢ przydatne jako znaczniki masy korzenia
(ekspresja TaCKX1) czy tez produktywnosci (ekspresja TaCKX6).

6. Silna, istotna statystycznie korelacja miedzy ekspresja gendow TaCKX2.1 a TaCKX2.2
w ktosach 7 DAP 12 rodow i odmian z HR Strzelce pochodzacych z pola oraz brak
istotnej korelacji migdzy tymi genami w badanych genotypach z fitotronu §wiadczy
o silnej wspodtpracy tych genéw w srodowisku.
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Okreslenie czynnikow decydujacych o zimowaniu
pszenicy ozimej 1 pszenzyta 0zimego
w warunkach polskich

Identification of factors determining winter wheat and winter triticale
overwintering under Polish winter conditions

Stowa kluczowe: fluorescencja chlorofilu, mrozoodpornos¢, rozhartowywanie, zimotrwatosc,
zmiany klimatyczne

Celem projektu przewidzianego do realizacji w ciggu szeSciu kolejnych zim jest
okreslenie czynnikow wplywajacych na zimotrwalo$§¢ pszenicy ozimej 1 pszenzyta
ozimego w warunkach polskich oraz czynnikéw najbardziej réznicujgcych zimotrwatosé
badanych rodéw. Cel realizowany jest na podstawie wieloletnich i wielopunktowych
doswiadczen polowych z pomocg metod umozliwiajagcych modelowanie wptywu réznych
parametrow pogodowych/klimatycznych na badane cechy. W roku 2018 realizowane
byly dwa tematy badawcze.

TEMAT BADAWCZY 1: OCENA ZIMOTRWALOSCI
ORAZ MROZOODPORNOSCI ROSLIN

Celem tematu bylo okre§lenie zimotrwalosci, mrozoodpornosci catych roslin oraz
mrozoodpornosci na poziomie komoérkowym pszenicy i pszenzyta. Materiat do badan
stanowily rody pszenicy i pszenzyta ozimego w ilo$ci 67 rodow/odmian pszenicy ozime;j
oraz 28 rodéw/odmian pszenzyta ozimego wybranych sposrdéd rodow/odmian badanych
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w doswiadczeniach wstepnych firm hodowlanych na rok 2017/18. Oceniana byta: polowa
zimotrwato$¢ roslin w 7 punktach do§wiadczalnych dla pszenicy, a w 6 dla pszenzyta,
przezywalno$¢ roslin w te$cie polowo-laboratoryjnym oraz mrozoodporno$¢ aparatu
fotosyntetycznego (mrozoodpornos¢ na poziomie komoérkowym) z pomocg pomiarow
fluorescencji chlorofilu po mrozeniu odcigtych lisci. Badania mrozoodporno$ci roslin
testem polowo-laboratoryjnym oraz mrozoodporno$ci lisci testem fluorescencyjnym
przeprowadzone zostaly w dwodch seriach do§wiadczalnych.

W serii 1 temperatur¢ obnizono od 0°C do -15°C z szybkoscig 2°C na godzing.
Po 2 godzinach mrozenia w -15°C temperatura zostata podniesiona do +2°C z podobna
szybkoscig.

W serii 2 przeprowadzony zostal test przedluzonego mrozenia (Waalen i in., 2011).
Temperatura zostata obnizona od 0°C do -8°C z szybkoscig 2°C na godzing. Po 7 dniach
temperatura zostata podniesiona do +2°C z podobng szybkoscig.

Whioski
— Wyniki ocen mrozoodpornosci wykonane technika fluorescencyjng i testem polowo-

laboratoryjnym byly zgodne, za wyjatkiem pomiarow fluorescencji chlorofilu

wykonywanych na liSciach mrozonych przez 7 dni w temperaturze -8°C (seria 2).

— Wyniki pomiaréw fluorescencji chlorofilu wykonywane po mrozeniu lisci przez 7 dni
w temperaturze -8°C nie wskazujg poprawnie stopnia mrozoodpornosci roslin.

— Wyniki oceny przezywalno$ci roslin wykonywane testem polowo-laboratoryjnym
przy mrozeniu przez 24 h w temperaturze -15°C byty zgodne z wynikami uzyskanymi
po mrozeniu przedtuzonym (seria 2), jednakze w tym drugim przypadku uszkodzenia
roslin byty mniejsze co mogto spowodowac nieujawnienie si¢ niektorych réznic.

TEMAT BADAWCZY 2: OPRACOWANIE DANYCH POGODOWYCH — WSKAZANIE
WSKAZNIKOW PRZEBIEGU ZIMY DECYDUJACYCH O ZIMOWANIU

Celem tematu badawczego bylo pozyskanie danych o przebiegu pogody w okresie
jesieni 1 zimy, ktory to przebieg pogody ma wplyw na zimowanie roslin i ewentualne
roznice pomigdzy ich zimotrwaloscia a stopniem ich mrozoodpornosci ocenianym
na poziomie komérkowym (parametry fluorescencji chlorofilu) i na poziomie calych
roslin (test polowo-laboratoryjny). Dane te analizowane byly pod katem wytypowania
parametrow przebiegu pogody, ktore mogly mie¢ decydujacy wpltyw na zimowanie
pszenzyta i pszenicy zimg 2017/18.

Dane uzyskano dla wszystkich 10 lokalizacjach w jakich prowadzone bytly
doswiadczenia polowe. Obejmowaty one m.in. przebieg temperatur (srednia, max., min.)
w ciggu doby, ilos¢ opadow, grubo$¢ okrywy $niegowej. Z pozyskanych danych
wyliczone zostaly wskazniki przebiegu zimy (Waalen i in., 2013). W badaniach
uwzgledniono tez opracowane w poprzednich latach realizacji projektu termiczne
wskazniki rozhartowywania roslin (Rapacz i in., 2017). Wobec niekompletnosci danych
dostarczonych bezposrednio z lokalizacji do§wiadczen oraz w celu poprawy standaryzacji
wynikdow  wykorzystano dane z sieci stacji meteorologicznych OGIMET
(http://www.ogimet.com/) dla lokalizacji bliskiej polu do$wiadczalnemu. Wartosci
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temperatur minimalnych oraz grubosci okrywy $niegowej byly w miare dostepnosci
weryfikowane dla rzeczywistych warunkoéw pdl doswiadczalnych.

Zima 2017/2018 byla lagodna i przebiegata podobnie we wszystkich punktach
doswiadczalnych (tab. 1). Temperatury stopniowo w sposob oscylacyjny obnizaly sie,
a najnizsze odnotowano na przetomie lutego i marca. Poza De¢bing okrywa $niegowa byla
cienka 1 krotkotrwata. Uszkodzenia zimowe roslin odnotowano jedynie w dwoch
punktach do§wiadczalnych, w przypadku mniej zimotrwatej pszenicy ozime;j.

Tabela 1
Zestawienie wybranych wskaZnikéw przebiegu zimy z zimotrwaloscia roslin oceniong
w poszczegllnych punktach doswiadczalnych. Dane dla okresu XII-III. DIy, — termiczny wskaznik
rozhartowywania roslin wyliczany na podstawie maksymalnych temperatur dobowych; DItpe.n —
termiczny wskaznik rozhartowywania roslin wyliczany na podstawie Srednich temperatur dobowych

Srednia
‘ . | Termicz- wazona | Ilosé¢
dP,u n}(t Sr'e dnia ny Indeks Inten§ YW | ilos¢ dni Temp. | grubos¢ | cykli |[Ilos¢ dni
o$wiad- | zimo- Kazmik DI tmax | Dltmean | mrozo- nos¢ <.5°C . K ) lod
czalny |trwalos¢ WsKaznx wy zimy min. | OkIywy | mrozo- z lodem
wegetacji $niego- | wych
wej (cm)
Pszenica
DED 7,8 27,4 -76,8  -108,0 288,7 4,0 41 -18,9 8,5 11 10
KBP 7,0 146,9 -16,0 -72,0 127,6 3,8 27 -14,4 2,2 9 10
NAD 9,0 123,7 -44.2 -86,7 158,6 4,0 30 -16,4 1,4 9 10
POB 9,0 65,5 -73,8  -110,3 202,1 3,7 31 -18,0 2,1 14 3
RAH 9,0 83,5 -59,0 -88,6 198,8 4,1 32 -15,3 3,1 10 3
SMH 9,0 103,3 -60,0 -112,1 148,2 4,0 26 15,0 3,3 9 4
STH 9,0 74,7 -63,7 91,1 199,9 39 33 14,8 2,9 10 4
Pszenzyto
CHD 9,0 103,3 -60,0 -112,1 148,2 2,8 26 -15,0 3,3 9 4
DED 9,0 27,4 -76,8  -108,0 288,7 4,0 41 -18,9 8,5 11 10
LAD 9,0 87,1 -61,1 -97,0 2453 42 36 -17,9 5,5 13 10
RAH 9,0 83,5 -59,0 -88,6 198,8 4,1 32 -15,3 3,1 10 3
STH 9,0 74,7 -63,7 91,1 199,9 39 33 -14,8 2,9 10 4
SZD 9,0 124 -47,8 -87,8 170,1 4,1 29 -14,3 2,1 11 4

Oznaczenia punktéw do§wiadczalnych: DED — Dgbina, KBP — Kobierzyce, NAD — Nagradowice, POB —
Polanowice, RAH — Radzikéw, SMH — Smolice, STH — Strzelce, CHD — Choryn, LAD — Laski

Whioski

— Zimag 2017/2018 przyczyny pogorszenia si¢ zimowania pszenicy w dwdch
lokalizacjach byly odmienne.

— W przypadku De¢biny obnizone zimowanie zwigzane bylo zapewne z wysoka
intensywnoscig zimy i to pomimo stosunkowo grubej okrywy $niegowej. Stopien
zimotrwato$ci w tym punkcie nie byl jednak zwigzany z mrozoodpornoscia roslin.

— W przypadku Kobierzyc, zima miala tagodny przebieg, ale skorelowanie stopnia
zimotrwato$ci z wynikami polowo-laboratoryjnej oceny mrozoodporno$ci wskazuje,
ze na slabsze przezimowanie mogly mie¢ wptyw elementy mikroklimatu, np. mrozne
wiatry.
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Selekcja genomowa pszenicy ozimej

Genomic selection of winter wheat

Stowa kluczowe: genotypowanie przez sekwencjonowanie, pszenica zwyczajna, zmiennos¢
epigenetyczna

CEL BADAN

Celem badan bylo poszerzenie wiedzy na temat uwarunkowan genetycznych i epi-
genetycznych ksztattujacych zmiany w wysokosci plonowania. Plon jest niezwykle
ztozong cecha, a hipoteza badawcza zaktada, ze cze$¢ tej zmiennosci jest ksztalttowana
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przez zmiany epigenetyczne. Realizacja przewidzianego cyklu badan powoli na okresle-

nie udziatu i roli tych zmian w ksztattowaniu plonu.
Celem zadania jest:

1. wdrozenie metody genotypowania przez sekwencjonowanie (GBS) wrazliwej
na metylacje,

2. wykorzystanie metody GBS do oznaczenia zmienno$ci genetycznej w grupie 200
genotypow pszenicy zwyczajnej scharakteryzowanych pod wzgledem plonu,

3. ocena zmienno$ci fenotypowej w doswiadczeniu poréwnawczym w wybranych
lokalizacjach.

OPIS WYNIKOW

Pierwszy cel badawczy, tj. wdrozenie i optymizacj¢ metody GBS realizowano
w etapach: a) wybdr endonuleaz do fragmentacji DNA, b) wybor dodatkowego enzymu
wrazliwego na zmiany metylacyjne w celu redukcji zlozono$ci bibliotek,
c¢) projektowanie adaptoréw do konstrukcji bibliotek, d) konstrukcja i ocena ilo§ciowa
bibliotek, ¢) sekwencjonowanie bibliotek f) obrobka bioinformatyczna uzyskiwanych
danych pozwalajaca na ocen¢ pokrycia i powtarzalnosci wynikow.

Dla 43 enzymoéw restrykcyjnych rozpoznajacych rézne motywy 6-nuleotydowe
okreslono liczbe fragmentdw o wielkosci w zakresie od 75 do 150 nukleotydow.
Przewidziano % fragmentéw unikalnych i1 ich rozklad w genomie podzielonym
na partycje o wielkosci 300 kpz. 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 zalezno$ci od zastosowanego
enzymu restrykcyjnego waha si¢ w szerokim zakresie od 14 do 483 tys. fragmentow.
Udziat fragmentow unikalnych dla zestawu enzymoéw restrykcyjnych wynosit od 63,5%
do 92,5%. Srednie pokrycie genomu przez uzyskiwane fragmenty wyniosto 73% i wahato
si¢ od 99,4% do 21,6%. (tab. 1). Na podstawie danych o liczbie fragmentow unikalnych
i pokryciu do wstgpnych testow wybrano 3 enzymy restrykcyjne.

W drugim etapie symulacji przewidziano ilosci i rozktad fragmentéw po dodatkowym
trawieniu redukcyjnym enzymem rozpoznajacym motywy 4pz. Na podstawie symulacji
komputerowej wybrano 5 kombinacji enzymoéw (oznaczonych M1-MS5) i zaprojektowano
adaptory dla 12 losowych barkodow odpowiadajacych odmianom pszenicy ozimej
wybranym losowo z listy odmian roslin uprawnych (KWS Ozon, Mewa, Muszelka,
Natula, Nutka, Opcja, Ostka Strzelecka, Ostroga, Owacja, Pokusa, Sailor i Satyna).

W celu weryfikacji symulacji, zaadaptowano metodyke Poland i in. (2012) do wy-
typowanych kombinacji enzyméw restrykcyjnych. Stosowano adaptory do pierwszego
enzymu. Fragmenty o docelowej wielkosci 75—150 nukleotydow, po uwzglgdnieniu
ligowanych adaptoréw, wycinano z zelu, oczyszczano i charakteryzowano na fluo-
rymetrze. Probki tgczono w ilosciach rownomolowych i sekwencjonowano na aparacie
Miseq zgodnie z instrukcjg.
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Tabela 1

Charakterystyka polimorfizmu w bibliotekach M1-5. W analizie rozkladu podano liczbe genotypow
u ktérych wykryto zmiennos$¢ w tym samym locus

Biblioteka | Ml | M2 | M3 | M4 | M5
Liczba wszystkich sekwencji 89396 97884 3046 406 6106
Liczba sekwencji unikalnych 55550 56926 971 252 2083
Srednie pokrycie 1,39 1,27 1,06 1,08 229 238 1,38 1,34 221 2,16
Rozktad
12 2 0 0 0 5 3 0 0 3 3
11 0 0 4 3 5 5 0 0 12 10
10 3 0 0 0 16 15 0 0 30 13
9 1 1 3 3 31 14 0 0 45 29
8 13 1 3 2 41 15 0 0 66 29
7 40 9 3 3 47 14 3 2 113 42
6 147 21 13 11 75 28 2 1 179 52
5 489 111 40 33 137 43 1 1 261 66
4 1758 526 167 122 194 51 6 4 391 124
3 5240 2249 627 434 392 102 28 13 650 150
2 16316 8294 4325 2877 571 158 49 28 1065 278
1 65387 44338 92699 53438 1532 529 317 203 3291 1287

Uzyskiwane dane z sekwencjonowania przypisywano do poszczegdlnych probek
na podstawie adresow, nastgpnie czyszczono z sekwencji o btgedach przekraczajacych
1 nukleotyd na 1000. Oczyszczone dane postuzyly do wydzielenia dla kazdej z bibliotek
oddzielnie puli fragmentéw unikalnych (unigenow). Wprowadzenie tego etapu do analizy
mial na celu przyspieszenie docelowych obliczen dla duzej liczby probek. Najwyzsza
liczba sekwencji unikalnych byla dla biblioteck M1 i M2. Sekwencje unikalne
w bibliotekach M3-M5 stanowity od 324 tysiecy do 575 tysigecy. Nastepnie wykonano
dopasowanie unikalnych sekwencji do genomu referencyjnego pszenicy i uzyskano pliki
(SAM, Sequence Alignment Map) zawierajace informacje o pozycji fizycznej markera na
chromosomach pszenicy. W kolejnym etapie w sekwencjach uzyskanych z poszczegol-
nych bibliotek i genotypdéw identyfikowano mutacje punktowe (SNP). Dane o wystepo-
waniu SNP w poszczegdlnych badanych odmianach w bibliotekach M1-5 zebrano
i przeanalizowano pod katem zmiennosci (tab. 1). W bibliotekach M1 i M2 stwierdzono
wystepowanie odpowiednio 89 tys. i 98 tys. fragmentdw co przekracza mozliwosci
rzetelnej oceny na aparacie Miseq. W przypadku bibliotek M3-M5 uzyskiwane liczby
markeréw byly akceptowalne i pokrycie wystarczajace do identyfikacji SNP mozna
uzyskac¢ na posiadanym aparacie. Analizujgc rozktad fragmentow w badanych odmianach
do dalszych analiz na 200 genotypach wybrano kombinacj¢ MS5.

W ramach realizacji drugiego etapu prac kombinacj¢ enzymow M5 wykorzystano
do uzyskania i sekwencjonowania 3 bibliotek (po 67 genotypow kazda). Uzyskane dane
sg w trakcie obrobki bioinformatycznej i beda wykorzystane do identyfikacji markerow
epigenetycznych po skompletowaniu wynikow oceny fenotypowe;.

W ramach realizacji trzeciego celu badawczego zatozono doswiadczenia w 5 lokali-
zacjach (Strzelce, Modzurdéw, Nagradowice, Smolice, Kobierzyce). Okreslono wysokos¢
plonu ziarna o wilgotnosci 15% dla 200 genotypdéw badanych w 4 seriach w odniesieniu
do wzorcow w ukladzie blokow niekompletnych. We wszystkich seriach stwierdzono
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istotne efekty zwigzane z genotypem badanych linii. Analiza wariancji z uwzglednieniem
lat i miejscowosci wskazuje na celowo$¢ uzupehienia analiz 0 zmienne towarzyszace
uwzgledniajgce warunki pogodowe panujgce w trakcie wegetacji.

WNIOSKI

W efekcie przeprowadzonych badan wdrozono skalowalng metodyke skanowania
calego genomu pszenicy. Wydajnos¢ opracowanego systemu docelowo powinna
pozwala¢ na uzyskiwanie do 6000 markerow na genotyp. Proponowany system ma
wydajno$¢ posrednig pomiedzy markerami DArT bazujagcymi na hybrydyzacji (okoto
1000 markerow) a systemem DArTseq (okoto 20000 markerow). Uzyskano dane o plono-
waniu 200 linii pszenicy ozimej po uzupehieniu o dane z do$wiadczenia zatozonego
w 2018 roku beda wartosciowe bez wzgledu na rozwdj technologii markerowych i moga
stuzy¢ obliczaniu efektow selekcyjnych oraz identyfikacji markerow epigenetycznych
zwigzanych z plonowaniem.
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Efektywnos¢ piramidowania genéw odpornosci
na maczniaka prawdziwego (Blumeria graminis f.sp.
tritici) 1 rdze brunatng (Puccinia triticina)

W pSzenicy 0zimej

Pyramiding efficiency of the genes of resistance to powdery mildew (Blumeria
graminis f.sp. tritici) and brown rust (Puccinia triticina) in winter wheat

Stowa kluczowe: geny odpornosci, hodowla odpornosciowa, piramidowanie gendéw odpornosci,
pszenica ozima, maczniak prawdziwy zbdz i traw, rdza brunatna zbo6z i traw

TEMAT BADAWCZY 1. PIRAMIDOWANIE EFEKTYWNYCH GENOW ODPORNOSCI

Cel tematu

Celem tematu badawczego 1 bylo wykonanie krzyzowan wypierajacych (wstecznych)
z liniami wyselekcjonowanymi w 2017 roku. Jako rodzicow wypierajacych wykorzystano
4 odmiany pszenic ozimych: Hondia, Euforia, RGT Bilanz, Formacja. Kolejny etap
prowadzonych prac obejmowat selekcje fenotypows materiatu roslinnego pod katem
odpornosci/podatnosci na choroby grzybowe tj.: rdza brunatna zbdz i traw oraz maczniak
prawdziwy zbdz i traw, a nastgpnie przeprowadzenie selekcji molekularnej materiatu
ro$linnego przy wykorzystaniu specyficznych markerow molekularnych pod katem
obecno$ci wprowadzonych gendéw odpornosci (tab. 1). Koncowy etap prowadzonych prac
obejmowat wytypowanie genotypow o spiramidyzowanym tle odpornosciowym.
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Tabela 1
Selekcja molekularna materiatlu roslinnego przy wykorzystaniu specyficznych markeréw
molekularnych pod katem obecnosci wprowadzonych gen6w odpornosci

Gen | Marker(y)
Pm21 NAU/xibao (902 pz) !
Lr47 (PSCAPSR+PS10L+PS10L2) 2 (400 pz), Gwm60 (180 pz) 3
Lrdl Gdm35 (170 pz), Barc124 (250 pz), Gwm210 (182 pz), Gwm296 (135 pz), Gwm261 (160-200 pz) *
Pm34 Xbarc177 (129-138 pz), Xbarc144 (235 pz) °
Pm37 Gwm332 (192 pz), Wmc790 (149 pz), STSBE406627 (550 pz), STSBE445653 (750 pz) ©

Legenda: ' Cao i in., 2006; > Helguera i in., 2000; * Vanzetti i in., 2006; * Singh i in., 2004; *Miranda i in., 2006;
¢ Perugini i in., 2008

Celem tematu badawczego 1 bylo rowniez wytypowanie polimorficznego(ych)
markera(6w) molekularnego(ych) wykorzystywanego(ych) do selekcji materialu roslin-
nego pod katem obecnosci genu odporno$ci na rdz¢ brunatng zboz i traw — genu Lr535.

Opis wynikéw

Wykonano !gcznie 16 kombinacji krzyzowek wstecznych, w ktorych rodzicami
wypierajacymi byly odmiany pszenic ozimych: Hondia, Formacja, RGT Bilauz
oraz Euforia (tab. 2).

Tabela 2
Populacje mieszaficowe BIO w odniesieniu do piramid genowych oraz krzyzowan wstecznych

Lp. | Nazwa populacji | Piramida genowa | Krzyzowania wsteczne wykonane w 2018 roku
Hondia (1)
Formacja (2)
RGT Bilauz (3)
Euforia (4)
Hondia (5)
Formacja (6)
RGT Bilauz (7)
Euforia (8)
Hondia (9)
Formacja (10)
RGT Bilauz (11)
Euforia (12)
Hondia (13)
Formacja (14)
RGT Bilauz (15)
Euforia (16)

1 BIO 1 (Lrd 1+Pm21+Lr47)

2 BIO_2 (Lr4 +Pm21+Lr47+Pm34)

3 BIO 3 (Lr41+Pm21+Lr47+Pm37)

4 BIO_4 (Lr41+Pm21+Pm37+Lr47+Pm34)

Lacznie otrzymano 600 ziarniakow. Nastgpnie w stadium drugiego liScia
przeprowadzono inokulacj¢ roslin wykorzystujac dwa roznicujace izolaty B. graminis
oraz P. recondita. Na podstawie reakcji odpornosci/podatnosci do badan molekularnych
wyselekcjonowano lgcznie 300 linii, jednocze$nie odpornych na oba patogeny. Przy
wykorzystaniu specyficznych markerow DNA wytypowano linie o okreslonych
piramidach genowych. Na podstawie przeprowadzonych analiz molekularnych
wyselekcjonowano do dalszych badan genotypy o nastgpujacym profilu odpornoscio-
wym: (Pm21 + Lr47 + Lr4l), (Lr47 + Lr4l + Pm34 + Pm37), (Lr47 + Lr41 + Pm37),
(Lr4l + Pm34 + Pm37), (Pm21 + Lr41 + Pm37) oraz (Pm21 + Pm34 + Pm37).
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Na podstawie analiz genetycznych ustalono rozmieszczenie genu Lr55 wraz

z markerami oraz okre$lono odleglosci genetyczne pomigdzy nimi.
Whioski

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

— Przeprowadzone w badaniach testy fenotypowe skutecznie réznicujg materiat roslinny
pod katem reakcji: odpornosci, podatnosci oraz typu posredniego.

— Selekcja molekularna przy wykorzystaniu markerow DNA skutecznie identyfikuje
w materiale roslinnym wprowadzane geny odpornosci.

— Potwierdzono, ze gen Lr5)5 zlokalizowany jest na chromosomie 1BS.

— Mapowany fragment jest zwigzany z rejonem syntenicznym do Elymus trachycaulis.

— Na podstawie uzyskanych segregacji dla populacji mapujacej (Bogatka x Lrj5)
do identyfikacji genu Lr55 wyznaczono markery molekularne, ktore bedzie mozna
wykorzystywac do selekcji tego genu w materiale roslinnym.

TEMAT BADAWCZY 2. POSZUKIWANIE NOWYCH ZRODEE ODPORNOSCI

Cel tematu

W biezacym roku sprawozdawczym, celem tematu badawczego 2 bylo poszukiwanie
nowych, potencjalnie efektywnych Zrdédet odpornosci na choroby grzybowe, czyli
maczniaka prawdziwego zboz i traw oraz rdz¢ brunatng zbdz i traw.

Opis wynikéw

Po 8-10 dniach od inokulacji oceniano reakcje roslin wykorzystujac do tego
pigciostopniowg skale Levine i Cherewick, gdzie rosliny o reakcji 0—2 oceniano jako
odporne, 3—4 jako podatne (Czembor i Czembor, 2001). Doswiadczenia obejmujace
ocen¢ wykorzystywanych w badaniach zrodet odpornosci pod katem reakcji na populacje
P. recondita potwierdzily, ze za efektywne zroédta odpornosci nadal mozna uzna¢ linie
z genami: Lr4] oraz Lr55. Natomiast linia z genem odpornosci Lr47 daje odpornosc¢
czgsciowa na P. recondita aktualnie wystgpujaca w Polsce. W odniesieniu do dawnej
odmiany pszenicy Ostka Czerwona Lopuska (Lr unknown) badane izolaty wykazywaty
wysoki poziom wirulencji o typie reakcji ocenianej w skali 3—4. Testy fenotypowe
przeprowadzone pod katem reakcji materiatu roslinnego na izolaty B. graminis
potwierdzity, ze efektywnymi Zroédtami na maczniaka prawdziwego pszenicy sg linie z
genem Pm2l oraz Pm37. Natomiast linia z genem Pm34 warunkuje odpornosé
czeSciowa. Wszystkie izolaty pszeniczne oraz pszenzytnie porazaly dawng odmiang
pszenicy Stieglera 22 (Pm unknown), klasyfikowang w grupie odmian podatnych
na B. graminis aktualnie wystepujaca na terenie Polski.

Whioski
— Izolaty P. recondita oraz B. graminis charakteryzowaly si¢ zréznicowanym stopniem

wirulencji w stosunku do gendéw odpornosci obecnych w zestawie odmian i linii

roznicujacych.
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— Za efektywne zrodta odpornosci na rdzg¢ brunatng mozna uznaé linie z genami: Lr41
oraz Lr55, a takze Lr47.

— Nowe zrodto odpornosci na rdze brunatng pszenicy odmiana Ostka Czerwona
Lopuska (Lr unknown) byta catkowicie porazana przez izolaty P. recondita.

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

— Nowe zrodto odpornosci na mgczniaka prawdziwego zboz i traw odmiana Stieglera 22
(Pm unknown) charakteryzowala si¢ reakcjg podatnosci na populacj¢ B. graminis.

— Formy dzikie i im pokrewne stanowig unikatowe zrodta odpornosci na wazne z punktu
widzenia hodowcy choroby.

TEMAT BADAWCZY 3. OCENA LINII W ROZNYCH WARUNKACH
SRODOWISKOWYCH

Cel tematu

Celem tematu badawczego 3 w 2018 roku byta ocena materiatu roslinnego pod katem
reakcji na najczgsciej wystepujace choroby zbdz oraz selekcja materiatu roslinnego pod
katem korzystnych cech gospodarczych.

Opis wynikéw

Celem tematu badawczego 3 w 2018 roku byta ocena materiatu roslinnego pod katem
reakcji na najczesciej wystepujace choroby zbdz oraz selekcja materiatu roslinnego pod
katem korzystnych cech gospodarczych. Jesienig 2017 roku, w trzech lokalizacjach:
Radzikow (IHAR — PIB), Strzelce (HR Strzelce) oraz Smolice (HR Smolice), zatozono
selekcyjne doswiadczenia jednopowtorzeniowe. Dla wszystkich punktow do$wiad-
czalnych materiat roslinny stanowity 3240 linii pszenic ozimych. W ocenie materialu
ros§linnego uwzgledniono tacznie 7 cech w tym: (1) przezimowanie, (2) ktoszenie, (3)
wysoko$¢, odpornos¢ na choroby: (4) rdza brunatna oraz (5) zotta, (6) maczniak
prawdziwy, (7) septoriozy. Lacznie obserwowano 7 cech (na kazdg z trzech
miejscowosci). Obiekty o wysokiej odporno$ci na choroby oraz o korzystnych cechach
gospodarczych stanowity material wyj$ciowy do dalszych badan.

Przebieg doswiadczenia w Radzikowie

Na poletkach doswiadczalnych w Radzikowie wysiano 1acznie 1056 linie.
W odniesieniu do kazdego obiektu przeprowadzono ocen¢ przezimowania. Materiat
ros$linny powschodzil oraz przezimowal prawie w 100% (2 linie nie przezimowaty, co
stanowilo 0,18%). Materiat roslinny charakteryzowal si¢ terminem kloszenia typu
srednio-wczesnego. Wszystkie oceny porazenia chorobami wykonane zostaty przelom
czerwca oraz lipca br. w odniesieniu do 9- stopniowej skali, gdzie | — oznacza catkowite
porazenie, do 9 — brak objawdw porazenia. Ciepta i sucha pogoda, prawdopodobnie
przyczynity si¢ do wystepowania maczniaka prawdziwego w minimalnym nasileniu.
Wiekszos$¢ ocenianych linii pod katem odpornosci na B. graminis oceniana byta w skali
od 7 do 9. Odnotowano wystepowanie rdzy brunatnej, zottej (w duzym nasileniu) oraz
septoriozy lisci. Do dalszych etapdw badan wytypowano rosliny o odpornosci na choroby
ocenianej wg skali od 8 do 9 dla rdzy brunatnej oraz maczniaka prawdziwego, rdza zotta
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oceniana od 7 do 9, septorioza lisci od 5 do 9. Reszta materiatu roslinnego zostala
wyeliminowana z dalszych etapow badan. Na podstawie przeprowadzonych obserwacji
polowych wyselekcjonowano do dalszych badan 260 linii.

Przebieg doswiadczenia w HR Strzelce

Jesienig 2017 roku na polu hodowlanym w Strzelcach wysiano w siewie rzedowym
1083 linie klosowe pszenicy ozimej. Dodatkowo dla wybranych genotypow z zesztego
roku zatozono do$wiadczenie polowe z 20 liniami Ze szczegdlng uwaga monitorowano
rozw0] maczniaka prawdziwego oraz rdzy brunatnej. Przebieg zimy w sezonie
wegetacyjnym 2017/18 byl do$¢ tagodny, dlatego tez, nie zaobserwowano znaczgcych
réznic w przezimowaniu omawianych materiatow. W celu oceny cech rolniczych
wykonano obserwacje daty kloszenia oraz oceny wystgpowania chordb grzybowych,
wysokosci 1 pokroju ro$lin. Pierwsze obserwacje dotyczace chorob grzybowych
wykonano na przelomie maja i1 czerwca dotyczyly one pojawienia si¢ objawow
maczniaka prawdziwego. W celu porownania linii zestawiono je z odmianami
wzorcowymi COBORU oraz najczgéciej uprawianymi odmianami pszenicy.
Wyselekcjonowano obiekty, celem sprawdzenia potencjatu plonowania oraz zbadania
podstawowych cech jakosciowych.

Przebieg doswiadczenia w HR Smolice

Na poletkach obserwacyjnych w Kobylin — Smolice wysiano po 3 rzadki 364 linie
pszenicy ozimej (razem 1092 linie). Ocena materiatu roslinnego dokonywana byta
w odniesieniu do 9- stopniowej skali, gdzie 1 — oznacza catkowite porazenie, do 9 —
brak objawdw porazenia. Wszystkie materialy powschodzity i przezimowaty bardzo
dobrze (100%). Septorioza lisci w roku biezacym nie wystapity, natomiast maczniak
prawdziwy zbdz i traw wystapily w bardzo matym nasileniu. Dodatkowo materiat
ros§linny oceniono pod katem wylegania. Na podstawie przeprowadzonych obserwacji
polowych do do$wiadczen zakladowych DZ 1 wytypowano 29 linii. Na podstawie
przeprowadzonych obserwacji polowych w 2018 roku linie, ktére wyselekcjonowano
w 2017 roku wyeliminowano z dalszej analizy ze wzglgdu na niskg plenno$¢ oraz
porazenie chorobami.

Whioski
— Warunki atmosferyczne panujgce w 3 lokalizacjach w sezonie 2017/2018 byty

niesprzyjajace dla rozwoju maczniaka prawdziwego zbdz i traw.
— W sezonie 2017/2018 we wszystkich punktach do$wiadczalnych wystapita rdza

brunatna oraz z6tta.
— W Smolicach nie wystapita septorioza lisci.
— Na podstawie przeprowadzonych obserwacji wytypowano genotypy do dalszych badan.
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Wykorzystanie markerow molekularnych
1 fenotypowych do identyfikacji genow odpornosci
pszenicy na tamliwos¢ zdzbta powodowang
przez Oculimacula yallundae 1 Oculimacula acuformis

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

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

Lamliwo$¢ zdzbta to jedna z najwazniejszych chorob pszenicy uprawnej (T7iticum
aestivum L.) Powodowana jest przez dwa grzyby patogeniczne Oculimacula yallundae
1 O. acuformis. Szczegblnie podczas tagodnych zim i chtodnych wiosen, na zewngtrznych
pochwach lisci pszenicy wystgpuja bursztynowo-brazowe plamy. W trakcie wegetacji
patogen z pochew liSciowych przedostaje si¢ na podstawy zdzbta, gdzie na obszarze plam
w zdzble tworzy si¢ watowata grzybnia. Skutkiem tego podstawa zdzbta prochnieje
i powoduje tamliwos¢ zdzbta, co moze powodowac ubytek plonu nawet do 50%. Istnieje
kilka Zzrodet odpornosci na tamliwo$¢ podstawy zdzbta, lecz dotad tylko dwa geny, Pchl
i Pch2 zostaly przeniesione do pszenicy uprawnej i warunkuja odpornos¢. Gen Pchl jest
najbardziej efektywny, zostal zidentyfikowany w Aegilops ventricosa i translokowany
do diugiego ramienia chromosomu 7D heksaploidalnej pszenicy (Maia i in., 1967).
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Nie zapewnia on catkowitej odpornosci rosliny, jednakze znaczaco redukuje skale

porazenia. Drugim genem, ktéry w mniejszym stopniu warunkuje odpornosé

na famliwos$¢ zdzbta jest Pch2 zlokalizowany na dhluzszym ramieniu chromosomu 7A

pszenicy odmiany ,,Capelle-Desprez” (Burt i in., 2014).
Cele badan w roku 2018:

— piramidyzacja genéw odpornosci Pchl i Pch2 na tamliwo$¢ zdzbta u pszenicy.

— Identyfikowanie w gentypach pszenicy ozimej obecnoSci genu Pchl przy uzyciu
markera izoenzymatycznego w postaci endopeptydazy EpDIb oraz gendw Pchl
1 Pch2 przy uzyciu markerow SSR,

— ocena porazenia siewek genotypow pszenicy (test w fitotronie) i dojrzatych zdzbet
(test polowy) po inokulacji zawiesing grzybni i zarodnikow O. yallundae
1 O. acuformis oraz ocena naturalnego porazenia w lokalizacjach,

— analiza elementoéw struktury plonu badanych form — okreslenie wptywu genow Pchl
i Pch2 na cechy agronomiczne.

MATERIALY I METODY

Materiat badawczy dla piramidyzacji genow Pchl i Pch2 stanowity formy pszenicy
z genami Pchl i Pch2 wyselekcjonowane we wczesniejszych badaniach oraz formy bez
tych genéw — temat badawczy nr 1. Materiat do identyfikacji w genotypach pszenicy
gendw Pchl i Pch2 oraz do oceny podatnosci genotypow pszenicy na tamliwo$¢ zdzbta
w testach inokulacyjnych siewkowych i polowych stanowito 200 genotypow pszenicy
ozimej o zroznicowanym podtozu genetycznym, trzy odmiany kontrolne, odm.
Rendezvous — wzorzec odpornosci — temat badawcezy nr 2 i 3.

WYNIKI

Temat badawczy 1

Krzyzowania genotypéw wybranych na podstawie wczeSniejszych badan w celu

piramidyzacji genow Pchl i Pch2

Wykonano krzyzowania wewnatrzgatunkowe (3 kombinacje) form pszenicy o stwier-
dzonej wczesniej podwyzszonej odpornosci na patogeny z rodzaju Oculimacula oraz
ze zidentyfikowanymi przy pomocy markerow molekularnych genéw Pchl i Pch?2
zwigzanych z odporno$cig na te patogeny oraz formy bez genow Pchl i Pch2. Uzyskano
236 ziarniakow mieszancowych.

Temat badawczy 2

Wytworzenie skutecznego systemu markeréow do identyfikacji molekularnej

spiramidyzowanych genéw Pchl i Pch2

W badaniach wykorzystano 5 markeré6w molekularnych (tab. 1). Wykazano obecnosé¢
markerow Pchl i/lub Pch2 w 25 genotypach pszenicy ozimej. U odmiany odpornej
Rendezvous, a takze w 5 badanych genotypach pszenicy stwierdzono przy pomocy
markera izoenzymatycznego EpDIb i markerow molekularnych Xust2001, Xorwl
obecno$¢ genu Pchl, a za pomocg pozostatych markerow molekularnych Xcfa2040,
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Xwmc525 obecno$¢ genu Pch2. Geny te warunkuja odporno$¢ pszenicy na grzyby
patogeniczne z rodzaju Oculimacula, wywoltujace chorobe zwang tamliwos$cia zdzbta
(15,4% badanego materialu); u 5 z tych genotypow potwierdzono obecnos¢ genu Pchl
i Pch2 rowniez pozostatymi uzytymi w badaniach markerami.U kolejnych 4 genotypow
pszenicy zaobserwowano przerwanie sprz¢zenia markera Xust2001 z genem Pchl,
wykazano obecnos$¢ genow Pchl i Pch2 pozostatymi markerami.

U 49 linii pszenicy ozimej stwierdzono tylko gen Pch2, a u pozostatych badanych
genotypow pszenicy nie stwierdzono obecnosci genow Pchl Pch?.

Tabela 1
Markery molekularne wykorzystane w badaniach
Lp. | Marker | Gen [ Lokalizacja w chromosomie
1 EpD1b (izoenzymatyczny) Pchl 7D
2 Xust2001 Pchl 7D
3 Xorwl Pchl 7D
4 Xcfa2040 Pch2 7A
5 Xwmc525 Pch2 7A
Temat badawczy 3

Testy inokulacyjne badanych genotypéw pszenicy oraz obserwacje naturalnego
porazenia genotypow przez O. acuformis i O. yallundae na poletekach
doswiadczalnych w kilku miejscach Polski.

Zbidér materialu roslinnego inokulowanego oraz analiza porazenia przez O. acuformis
1 O. yallundae w celu selekcji genotypdéw odpornych. Analiza korelacji miedzy cechami
fenotypowymi roslin a ich odporno$cig na famliwo$¢ podstawy zdzbta.

Nie obserwowano naturalnego porazenia pszenicy w naturalnych warunkach.
Genotypy z genami Pchl i Pch2 cechowaly si¢ najmniejszym porazeniem siewek
Genotypy posiadajace tylko gen Pchl wykazywaly nizsze porazenie siewek, niz genotypy
posiadajace tylko gen Pch2. Taka sama zalezno$¢ obserwowana byta dla inokulacyjnego
testu polowego. Wykazano, ze obecnos¢ genow Pchl i Pch2 lub ich brak nie wptywata
istotnie na plon ziarna z poletka. Stwierdzono brak istotnego wptywu obecnosci genow
Pchl, Pch2 lub ich braku na mase tysigca ziarniakow (MTZ).

Wykazano, ze obecno$¢ genow Pchl i Pch2 lub ich brak nie wplywala istotnie na plon
ziarna z poletka, chociaz plon byt najwyzszy przy obecnosci obu genow. Obserwowano
rowniez brak istotnego wptywu obecnosci gendw Pchl, Pch2 lub ich braku na mase
tysigca ziarniakow.

WNIOSKI

1. Z kombinacji krzyzoéwkowych zwigzanych z piramidyzacj¢ u pszenicy gendw Pchl
i Pch2 uzyskano 236 ziarniakow mieszancowych — temat badawczy 1.

2. U odmiany odpornej Rendezvous, a takze w 5 genotypach pszenicy stwierdzono przy
pomocy markera izoenzymatycznego EpDI1b i markerow molekularnych Xust2001,
Xorwl obecno$¢ genu Pchl, a za pomocg pozostalych markeréw molekularnych
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Xcfa2040, Xwmce525 obecno$¢ genu Pch2 (15,4% badanego materialu) — temat

badawczy nr 2.

U 49 genotypow pszenicy stwierdzono tylko gen Pch2 — temat badawczy nr 2.

4. Genotypy z genami Pchl i Pch2 cechowaly si¢ najmniejszym porazeniem siewek —
temat badawczy nr 3.

5. Genotypy posiadajgce tylko gen Pchl wykazywaly nizsze porazenie siewek, niz
genotypy posiadajgce tylko gen Pch2. Taka sama zalezno$¢ obserwowana byta
dla inokulacyjnego testu polowego — temat badawczy nr 3.

6. Wykazano, ze obecno$¢ genow Pchl i Pch2 lub ich brak nie wplywala istotnie
na plon ziarna z poletka i mas¢ tysigca ziarniakOw — temat badawczy 3.

98]
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Tolerancja na stresy abiotyczne — genotypowanie
pszenicy w oparciu o strategi¢ genow kandydujacych

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

Stowa kluczowe: genom pszenicy, mikrosporogeneza, sekwencje mikrosatelitarne, susza,
wypetnienie ktosa, Zywotno$¢ pytku

CELE TEMATOW W ROKU 2018

— Sekwencjonowanie fragmentdéw gDNA pszenicy z okreslonymi regionami SSR
w genotypach pszenic roznigcych si¢ tolerancja na stres suszy w czasie
mikrosporogenezy.

— Eksperymentalna weryfikacja poznanych sekwencji w genotypach pszenic réznigcych
si¢ tolerancja na stres suszy w czasie mikrosporogenezy.

WYNIKI

W trzech skafoldach pszenicy zawierajacych wybrany gen kandydujacy Talnvi
sekwencjonowano 9 regionow SSR. Byly to Reg29-404 zawiera dwa motywy
(CT)2-AC-(CT)6 1 jest zlokalizowany na skafoldzie 4041295BL, Reg32-404
zlokalizowany na skafoldzie 404129 SBL zawiera dwa sprzezone motywy
(CAGC)3-(AAGA)S, Reg35-404 zlokalizowany na skafoldzie 404129 5BL zawiera
sekwencj¢ mikrosatelitarng z motywem AG powtérzong 18 razy, Regdl-404
zlokalizowany na skafoldzie 404129 SBL zawiera dwa sprz¢zone motywy
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(GGC)5-(GCG)S oraz Reg3-435 zlokalizowany na skafoldzie 435640 5DL zawiera dwa
sprzezone motywy (GAT)10-(GAA)9.

46

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

. Na wszystkich analizowanych skafoldach genomu pszenicy zidentyfikowano

sekwencje mikrosatelitarne (SSR).

Najwiecej SSR bylo na najdtuzszym skafoldzie 4041295BL, na tym skafoldzie
zageszczenie SSR byto najwicksze, 1 SSR na 10 tysigcy pz (tpz).

Wsréd zidentyfikowanych SSR motywy 2-nukleotydowe byly w 6 SSR, motyw
3-nukleotydowy byt w 3 SSR. Przewazaly motywy niedoskonate tj. przedzielone
krotka wstawka. W 2 przypadkach regionom SSR towarzyszyt region o niepoznane;j
sekwencji nukleotydowe;.

Projektowanie starterOw w praktycznie wszystkich regionach napotkalo duze
trudnosci ze wzgledu na i) nieréwnomierny rozktad par AT i GC w obszarach
flankujgcych SSR, ii) znacznie zwigckszony udzial AT lub GC w catym regionie 1 iii)
niedoskonale powtorzenia kilkunukleotydowych motywow w regionach gdzie
powinny by¢ startery do amplifikac;ji.

Wyniki sekwencjonowania potwierdzity obecnos¢ regiondow SSR wytypowanych we
wczesniejszych analizach in silico w badanych genotypach pszenic.

Wyniki sekwencjonowania regionow SSR wykazaly polimorfizm dlugosci tych
regioné6w w wybranych genotypach pszenic.

Rozdzialy elektroforetyczne amplikondéw zawierajacych regiony SSR potwierdzity
polimorfizm dtugosci tych regionéw w 12 testowanych genotypach pszenic.

Dla przynajmniej czterech regionéw zawierajacych sekwencje mikrosatelitarne
polimorfizm zidentyfikowany po sekwencjonowaniu byt rowniez obserwowany po
rozdziale amplikonow w Zelu poliakrylamidowym. W kolejnym etapie analizowana
bedzie zbieznos¢ tych polimorfizméw z obserwowanymi wczesniej danymi
zywotnosci pytku i stopnia wypehienia ktosow.
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Fizjologiczne i genetyczne markery odpornosci
pszenicy jarej na susze w aspekcie interakcji
zachodzacych w ryzosferze

Physiological and genetic markers of resistance of spring wheat to drought
in the aspect of interactions occurring in the rhizosphere

Stowa kluczowe: mikroorganizmy pozyteczne, pszenica, ryzosfera, susza

CEL BADAN

Zmiany klimatu w Polsce i na $wiecie powodujg m. in. przedtuzajace si¢ okresy suszy.
Zjawisko to stanowi coraz wigkszy problem w uprawie zboz, szczegolnie pszenicy jare;j.
Dotychczas prowadzone badania podstawowe 1 prace o charakterze aplikacyjnym
koncentrowaty si¢ na okre$laniu mechanizméw tolerancji roslin na stres suszy, typowaniu
cech przydatnych do selekcji roslin odpornych i na stosowaniu pozytecznych
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mikroorganizméw, glownie arbuskularnych grzybow mikoryzowych dla polepszenia
warunkow glebowych. Prowadzone przez nas badania nie tylko 13cza te zagadnienia, ale
roOwniez znaczgco je rozszerzajg. Celem analiz jest bowiem okres$lenie specyficznych
genotypowo interakcji roslina-mikroorganizmy glebowe, ktore determinuja odpornosé
ro$lin na stres suszy na poziomie systemu korzeniowego.

WYNIKI

W pierwszym etapie badan przeprowadzano charakterystyke fizjologiczng 20
genotypow pszenicy jarej w aspekcie ich odpornosci na stres umiarkowanej suszy.
Wytypowano genotypy, ktore produkujg stabilnie wysokg biomas¢ (DM) i plon ziarna
(GY) zarowno w warunkach suszy i kontroli, poél-stabilne genotypy osiagajace
odpowiednio nizszy DM i GY, i wrazliwe genotypy o najnizszych DM i GY. Ostatecznie
do dalszych doswiadczen wytypowano sze$¢ genotypéw z skrajnych grup, ktore
wykazaty duza tolerancj¢ lub duzg wrazliwos¢ na deficyt wody w glebie. Telimena,
Sirocco, Goplana wybrane zostaty jako genotypy wrazliwe na stres suszy; Struna, SMJ
2115, Sharki jako genotypy odporne na stres suszy. Wskaznik podatnosci na susze (DSI),
wskaznik tolerancji stresu (STI), indeks napr¢zenia (SI), $rednia geometryczna
produktywnos¢ (GMP) byly indeksami najbardziej uzytecznymi dla charakterystyki
wybranych genotypow. Przygotowano konsorcja mikroorganizméw w oparciu o szczepy
dostepne w SYMBIO-BANKu. Konsorcja o roznym sktadzie, przetestowano wzgledem
synergistycznej aktywno$ci mikroorganizméw w konsorcjach i wytypowano trzy naj-
bardziej efektywne konsorcja. Zastosowanie mikroorganizmow wptyngto na zwigkszenie
wzrostu nadziemnych cze$ci roslin w optymalnych warunkach wodnych i w warunkach
stresu suszy, wskazujac, ze mogg one ogranicza¢ negatywne skutki niedoboru wody.

WNIOSKI

Zalezno$¢ genotypowa tolerancji na susze jest czynnikiem krytycznym, jednak moze
ona by¢ modyfikowana przez mikroorganizmy glebowe.
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Alternatywne czynniki redukujace zjawisko albinizmu
roslin regenerowanych z androgenicznych kultur
pszenicy 1 pszenzyta

Alternative factors reducing albinism of plants regenerated from androgenic
cultures of wheat and triticale

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

Zjawisko albinizmu roslin regenerowanych z androgenicznych kultur pylnikowych
stanowi istotny problem ograniczajagcy wykorzystanie androgenezy w hodowli zbdz.
Doniesienia naukowe wskazuja, ze poziom albinizmu zalezy od genotypu oraz rodzaju
i natgzenia stresu stosowanego w celu indukcji androgenezy. W przedstawionych
badaniach analizowane sa mozliwoSci zastosowania alternatywnych  stresow
indukujgcych proces androgenezy pszenicy i pszenzyta, ktore umozliwiajg ograniczenie
zjawiska albinizmu w kulturach in vitro. Cel badawczy ukierunkowany zostal na
poznanie mechanizméw blokady biogenezy chloroplastow oraz ich regulacji przez
stosowane alternatywne czynniki stresowe. Badania prowadzone sg dla genotypow
scharakteryzowanych wczesniej jako podatne na zjawisko albinizmu vs genotypy
regenerujgce wysoki procent roslin zielonych.
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Uzyskane w roku 2018 wyniki wskazuja, ze zalezno$¢ genotypowa jest czynnikiem
krytycznym w procesie androgenezy 1 determinuje regeneracje ro$lin  zielo-
nych/albinotycznych. Jednak, czynnikiem modyfikujgcym proces androgenezy moze by¢
termin zbioru klosow, temperatura podczas wzrostu roslin donorowych, wczesnos$¢ faz
osigganych na poszczegélnych etapach rozwoju roslin. Chlodne zimy, szybszy termin
wysiewu, lub wczesniejsze genotypy, wplywaja nastgpczo na zwigkszenie efektywnosci
procesu androgenezy. Dane te wskazujg na znaczenie fotosyntezy i sygnatow stresowych
zaleznych od procesu fotosyntezy w procesach indukcji przeprogramowania rozwoju
gematofitycznego w sporofityczny. Jednoznacznie skorelowano wyzszy poziom stresu
oksydacyjnego podczas stosowania nizszej temperatury z lepsza efektywnoscig
regeneracji ro$lin zielonych. Uzasadnione jest zatem stosowanie stresu chlodu jako
pozytywnego regulatora przeprogramowania rozwoju mikrospor i regeneracji roslin
zielonych e procesie androgenezy. Podczas doswiadczen stwierdzono rowniez, ze
dodatkowo zastosowany stres wysokiego nat¢zenia swiatlta moze podwyzszy¢ parametry
regeneracji, jednak dotyczy to wylacznie genotypéw podatnych na proces androgenezy.
W genotypach opornych po zastosowaniu dodatkowego stresu wysokiego natgzenia
swiatlta obserwowano zjawisko szybszego dojrzewania ziaren pylku, zamiast
przeprogramowania mikrospor.

Wiele tych procesow regulowanych jest przez odpowiednie zbalansowanie ROS
i systemu antyoksydacyjnego. Wplyw ROS na funkcjonowanie fotosystemow chloro-
plastowych i ich rola w przekazie sygnatdow komorkowych i migdzykomorkowych
zostaly potwierdzone eksperymentalnie (Szechynska-Hebda i in., 2010). Egzogenna
aplikacja H,O, oraz zablokowanie enzymu rozktadajacego H,O, (CAT) zwigkszata ilos¢
regenerantow zielonych, podczas gdy zablokowanie SOD, enzymu rozktadajacego
anionorodnik ponadtlenkowy 1 produkujagcego jednoczesnie H,0O,, ograniczala
regeneracje. Inhibitor CAT powodowal natomiast czgSciowa blokade rozwoju
chloroplastow 1 albinizm (Szechynska-Hebda i in., 2012). Wskazano rowniez, ze
chloroplasty i retorsygnaly pelig rolg w PCD i zbalansowanie systemu anty-
oksydacyjnego jest kluczowym czynnikiem w tym procesie (Wituszynska i in., 2014).
Brak odpowiednich sygnatéow rozwojowych na poziomie plastydéw/chloroplastow moze
prowadzi¢ zatem do autoeliminacji mikrospor zdolnych do przeprogramowania rozwoju
w kierunku sporofitycznym (indukcja PCD). Faktycznie, zastosowanie $wiatla
o wysokim natezeniu spowodowalo szereg zmian metabolicznych, z ktoérych
przynajmniej cze¢$¢ moze by¢ specyficzna i wplywaé nastepczo na przeprogramowanie
mikrospor podczas chlodzenia i na efektywnos$¢ procesu androgenezy. Specyficzne
wydaja si¢ by¢ migdzy innymi zmiany aktywnoSci peroksydaz — enzymow
antyoksydacyjnych, ktore petnig rol¢ ochronng w warunkach stresu oksydacyjnego (m.in.
indukowanego w warunkach niskiej temperatury). Genotypy, ktore scharakteryzowane
zostaly jako podatne na proces androgenezy miaty prawie czterokrotnie wyzsze wartosci
aktywnosci puli peroksydaz na kazdym etapie procesu androgenezy. Natomiast, zmiany
aktywnosci SOD byly priorytetowo zalezne od warunkow srodowiska; a nie specyfiki
procesu androgenezy. Zmiany aktywnos$ci CAT byly genotypowo zalezne; znacznie
wyzsze wartosci obserwowano dla genotypow pszenzyta. W roslinach albinotycznych
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reakcje stresowe byly ostabione, miedzy innymi w wyniku uposledzonego aparatu foto-
syntetycznego 1 ostabionego procesu fotosyntezy. Zawarto$¢ bialek fotosyntetycznych
w regenerowanych roslinach albinoséw byta ponizej poziomu detekcji. Synteza biatek
PsbO, Lhcb2, D2 byla szczegdlnie ograniczona.

WNIOSKI

Zaleznos$¢ genotypowa jest czynnikiem krytycznym w procesie androgenezy.

Stres chtodu jest pozytywnym regulatorem procesu androgenezy, a dodatkowo

zastosowany stres wysokiego natezenia S$wiatla moze podwyzszyé parametry

regeneracji, jednak dotyczy to wylgcznie genotypow podatnych na androgenezg.

3. Czynnikiem modyfikujacym proces androgenezy moze by¢ wzglednie wyzszy
poziom stresu oksydacyjnego 1 zbalansowanie enzymatycznego systemu
antyoksydacyjnego.

4. Obnizona synteza biatek fotosyntetycznych PsbO, Lhcb2, D2 jest ograniczeniem w

formowaniu prawidtowych struktur chloroplastowych i przekazywaniu odpowiednich

sygnalow komorkowych.

N —
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Analiza zmiennosci somaklonalnej indukowanej
w kulturach in vitro u roslin zbozowych

Analysis of somaclonal variation induced in cereals tissue cultures

Stowa kluczowe: AgNO;, androgeneza, CuSO,, metoda Taguchiego, optymalizacja, somatyczna
embriogeneza, zbozowe kultury tkankowe

Prace w prezentowanym zadaniu w 2018 roku realizowano w trzech tematach
badawczych z nastgpujacymi celami:

— uzyskanie regenerantOw jeczmienia, pszenicy i pszenzyta z roslin donorowych
w kulturach niedojrzatych zarodkéw zygotycznych oraz w kulturach pylnikowych
wedlug parametrow prowadzenia kultur in vitro uzyskanych w procesie optymalizacji,

— uzyskanie genomowego DNA z regenerantdOw jeczmienia, pszenicy i pszenzyta oraz
wykonanie analiz technikg metAFLP na pozyskanym DNA,

— przygotowanie matryc zerojedynkowych z autoradiogramow otrzymanych z analizy
technika metAFLP dla DNA regenerantow jeczmienia, pszenicy i pszenzyta.
Okreslenie  zmiennoSci genetycznej 1 metylacyjnej indukowanej in vitro
u regenerantOw jeczmienia (genotyp 2dh/8), pszenicy (genotyp P2/9, Svilena)
i pszenzyta (genotyp 28/2) z do§wiadczenia weryfikujacego proces optymalizacji.

MATERIALY I METODY

Regeneranty zostaly wyprowadzone z roslin donorowych (Dopt), ktére otrzymano
w ubiegltym roku (2017) trwania projektu. Embriogeneza somatyczna byla prowadzona
z 36 sztuk roslin donorowych (po 12 roslin z kazdego gatunku: jeczmien genotyp-2dh/8,
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pszenica genotyp-P2/9 i pszenzyto genotyp-28/2). Do etapu indukcji zastosowano
pozywke MS (Murashige i Skoog, 1962) z dodatkiem 2mg/l 2,4D dla wszystkich
gatunkoéw. Kazda pozywka indukujgca zostata wykonana w czterech réznych wariantch
(tab. 1) ze wzgledu na dodatek CuSQO4, AgNO; oraz rézny czas utrzymania zarodkow na
tej pozywcee, wg warunkow zoptymalizowanych metoda Taguchiego.

Tabela 1
Zestawienie warunkow zoptymalizowanych wg metody Taguchiego — doswiadczenie weryfikujace.
M10 — warunki kontrolne, M11 — warunki zoptymalizowane w kierunku uzyskania maksymalnej
liczby zielonych regenerantéw na 100 wyloZzonych pylnikow, M12 — warunki zoptymalizowane
w kierunku maksymalnej calkowitej zmienno$ci indukowanej w kulturach in vitro (TTCIV — Total
Tissue Clture Induced Variation), M13 — warunki zoptymalizowane w kierunku minimalnej TTCIV

Gatunek Somatyczna embriogeneza Androgeneza
Jeczmich CuSO, AgNO; Czas CuSO, AgNO; Czas
(M) uM) (dni) M) uM) (dni)
M10 kontrola 0,1 0 21 0,1 0 21
M11 MAX Z REG/100Pyl - - - 10 30 21
MI12 MAX TTCIV 10 60 28 10 60 21
M13 MIN TTCIV 2,76 30 34 2,95 15 28
P . CuSOy4 AgNO; Czas CuSOy4 AgNO; Czas
szenica . .
(M) uM) (dni) (M) (M) (dni)
M10 kontrola 0,1 0 28 0,1 0 35
M11 MAX Z REG/100Pyl - - - 0,1 60 37
MI12 MAX TTCIV 10 60 28 0,1 60 37
M13 MIN TTCIV 1 0 42 10 25 35
. CuSO4 AgNO; Czas CuSOy4 AgNO; Czas
Pozenzvto (uM) (uM) (dni) (uM) (uM) (dni)
10M kontrola 0,1 0 28 0,1 0 35
M11 MAX Z REG/100Pyl - - - 10 0 49
MI12 MAX TTCIV 0 60 42 0,1 60 49
M13 MIN TTCIV 10 30 42 10 0 23

Do regeneracji zastosowano pozywke K4 (Kumlehn i in.,, 2006) z ImM BAP
dla jeczmienia oraz 190-2 (R1) (Zhuang i Xu, 1983) uzupelniona regulatorami wzrostu
(Pauk et al. 1991), 0,5mg/l NAA i 0,5mg/l kinetyng dla pszenicy i pszenzyta.
Zregenerowane, zielone rosliny przeniesiono do kolb na pozywke ukorzeniajaca
jednakowg dla wszystkich gatunkow: 190-2 (N4J) z 2 mg/l IAA.

Androgeneza byta prowadzona z 48 roslin donorowych (po 12 roslin jeczmienia
genotyp-2dh/8 1 pszenicy odmiana Svilena oraz 24 rosliny pszenzyta genotyp-28/2).
Klosy chodzono w 4°C przez 3—4 tygodnie w zalezno$ci od gatunku w ciemnos$ci. Pylniki
wylozono na nastepujace pozywki indukujace: N6 (Chu 1987), (makro i mikroelementy
(Li 1 in. 1988) z dodatkiem 80 g/l maltozy oraz z dodtkiem 2 mg/l 2,4D, 0,5 mg/l NAA
10,5 mg/l kinetyny dla jeczmienia, C17 z 2 mg/l 2,4D dla pszenicy orazz 190-2 (SM)
(Zhuang 1 Xu, 1983) uzupelniona 90 g/l maltozy, 438mg/l glutaminy, 2 mg/l 2,4-D oraz
0,5 mg/l kinetyny dla pszenzyta. Kazda pozywka indukujaca zostala wykonana
w czterech roéznych wariantch (tab. 1) z uwzglednieniem odpowiedniej ilosci CuSOy,
AgNO; oraz réznego czasu utrzymania pylnikdbw na tej pozywce. Regeneracje
regenerantOw prowadzono na pozywkach: K4 (z 0,225 mg/l BAP dla jeczmienia
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(Kumlehn 1 in., 2006) i 190-2 (R1) (Zhuang i Xu, 1983) uzupekliona regulatorami
wzrostu (Pauk i in., 1991), 0,5 mg/l NAA i 0,5mg/] kinetyng dla pszenicy i pszenzyta.
Zielone regeneranty ukorzeniano w kolbach na pozywce 190-2 (NgJ) z 2 mg/l IAA
jednakowej dla wszystkich gatunkow.

Efektywnos¢ pozyskiwania podwojonych haploidow (DH) okreslono jako ilos§¢
regenerantdOw o podwojonym garniturze chromosomowym (DH) do wszystkich zielonych
regenerantow (DH + H — zielone regeneranty haploidalne) i wyrazono w procentach.

W celu poréwnania wynikow z roéznych wariantow doswiadczen obliczenia
wykonywano na liczbie zielonych regenerantow przypadajacych na 100 wyloZzonych
pylnikow. W oparciu o uzyskane wyniki przeprowadzono testy F analizy wariancji
(ANOVA) wraz z grupowaniem $rednich za pomoca procedury Tukeya przy zalozonym
poziomie istotnosci o = 0,05.

Z siewek regenerantéw jeczmienia (genotyp 2dh/8), pszenicy (genotyp P2/9, Svilena)
i pszenzyta (genotyp 28/2) wykonano ekstrakcje DNA (Qiagen). llo§¢ DNA oszacowano
spektrofotometrycznie a czystos¢ oraz integralnos¢ preparatow zweryfikowano w zelu
agarozowym. Tak pozyskane DNA przygotowano do techniki metAFLP i wykoanano
analizy ta technikg z 8 parami selektywnych starterow. Z uzyskanych elektroforegramow
policzono prazki DNA i przygotowano dane do szacowania zmienno$ci genetycznej
i metylacyjnej w badanym materiale ro§linnym.

Policzono wszystkie uzyskane fragmenty DNA dla regenerantéw jeczmienia (genotyp
2dh/8), pszenicy (genotyp P2/9, Svilena) oraz pszenzyta (genotyp 28/2) otrzymane
w roéznych warunkach kultur in vitro na drodze somatycznej embriogenezy i andro-
genezy. Z policzonych prazkdéw DNA utworzono matryce zerojedynkowe dla DNA
cigtego enzymami Acc651/Msel oraz Kpnl/Msel. Zastosowane w technice metAFLP
enzymy bedace izoschizomerami pozwolity na okreslenie zmian indukowanych
w kulturze in vitro na poziomie DNA (Machczynska, 2014). W oparciu o przedstawiony
system wyliczen, przy uzyciu specjalnie stworzonego arkusza kalkulacyjnego zostaly
wyliczone ilo$ci poszczegdlnych zmian powstatych pod wpltywem dziatania kultury
tkankowej: TTCIV — calkowita zmienno$c indukowana w kulturach in vitro
(SV+DMV-+DNMV); SV — zmiennos$¢ sekwencyjna; DMV — demetylacja; DNMV —
metylacja de novo. Okre$lono takze zmian¢ metylacji Xmet jako réznice metylacji de
novo i demetylacji genomu: Xmet = metylacja de novo — demetylacja.

W oparciu o uzyskane wyniki uzyskane dla roéznych charakterystyk metAFLP
przeprowadzono testy F analizy wariancji (ANOVA) wraz z grupowaniem S$rednich
za pomoca testu Tukeya (poziomie istotnosci a=0,05). Przetestowano czy wystepuja
réznice migdzy: wariantami do$wiadczenia M10, M12, M13 w obrgbie TTCIV; typami
zmienno$ci SV, DMV i DNMV w obrgbie TTCIV; zmienno$cig sekwencyjna (SV)
azmiang metylacji (Xmet); wariantami do$wiadczenia M10, M12, M13 w obrebie
poszczegblnych typow zmiennosci SV, DMV i DNMV. Testowano korelacje miedzy
zmiennos$cig sekwencyjng (SV) a zmiang metylacji Xmet. W tym celu wykonano analizg
korelacji okreslajac wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona r. Wszystkie obliczenia
statystyczne wykonano w programie XLSTAT2018.Ink.
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WYNIKI

Aby otrzymaé¢ zaplanowane ilosci regenerantOw wyltozono na pozywki indukujace
od 786 do 1639 zarodkéw oraz od 2153 do 17152 pylnikéw z roslin donorowych
jeczmienia, pszenicy i1 pszenzyta. Proces somatycznej embriogenezy w kulturach
niedojrzalych zarodkdéw zygotycznych badanych gatunkdéw zboz pozwolit na otrzymanie
w sumie 90 regenerantow po 30 roslin dla kazdego gatunku.

Proces androgenzy w kulturach pylnikowych skutkowal uzyskaniem od 13 do 79
zielonych regenerantow w zaleznos$ci od badanego gatunku i wariantu do$wiadczenia.
Wséréd uzyskiwanych regenerantow obserwowano ro$liny albinotyczne. Efektywnosé
spontanicznego podwojenia wynosita od 15 do 55% w zaleznos$ci od gatunku.

Dla wszystkich badanych gatunkéw zbo6z okreslono ilos¢ zregenerowanych zielonych
ros$lin przypadajgcych na 100 wylozonych pylnikow w warunkach majgcych na celu
maksymalizacj¢ produkcji zielonych regenerantow w kulturach pylnikowych (M11)
wariant dos$wiadczenia w warunkach zoptymalizowanych i w warunkach kontrol-
nych(M10) (tab. 2).

Tabela 2
Zestawienie ilo$ci zielonych oraz albinotycznych regenerantéw w przeliczeniu na 100 wylozonych
pylnikéw dla jeczmienia, pszenicy oraz pszenzyta uzyskanych w do§wiadczeniu weryfikujacym
warunki zoptymalizowane wedlug metody Taguchiego. M10 — warunki kontrolne, M11 — warunki
zoptymalizowane. WartoSci w tabeli oznaczone ta sama litera nie réznia si¢ istotnie (a = 0,05) wedlug
grupowania testem Tukeya. F-warto$¢ statystyki ANOVA, p-prawdopodobienstwo

Zregenerowane roslin Wariant Gatunck
e Y do$wiadczenia jeczmien | pszenica |  pszenzyto

M10 0,95° 4,95° 0,55

. MI1 1,97 7,99° 1,61°
Zielone regeneranty F 2956 0.814 12716

p 0,142 0.375 0,001

MI10 6,45° 2,217 1,05

Albinotyczne regeneranty M}l ! 19’31 ;)7 g ’2575 (())’; 22 6
p 0,251 0,505 0,636

Analiza iloéci uzyskanych zielonych i albinotycznych regenerantdéw w warunkach
kontrolnych (M10) i zoptymalizowanych (M11) wykazata, obniZenie ilo$ci regenerantow
albinotycznych w stosunku do regenerantow zielonych u jeczmienia i pszenzyta, zas
u pszenicy ten stosunek nie ulegl zmianie.

Warianty doswiadczenia M10, M12 i M13 dostarczyly regenerantow, do badan
majacych na celu optymalizacje w kierunku maksymalizacji (M12) lub minimalizacji
(M13) calkowitej zmiennosci indukowanejw kulturach in vitro (TTCIV). Uzyskano
w sumie 185 roslin.

Analizy molekularne obejmowaty ekstrakcj¢ genomowego DNA z regenerantow
uzyskanych w warunkach zoptymalizowanych metoda Taguchiego. Jakos¢ DNA
wyizolowanego z lisci regenerantow sprawdzono w zelu agarozowym, po czym
przygotowano do techniki metAFLP. Wykonano rozdzialy metAFLP dla 185
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regenerantOw jeczmienia, pszenicy i pszenzyta oraz dla odpowiadajacych im roslin
donorowych (9 ro$lin jeczmien, 7-pszenica, 10-pszenzyto). W sumie amplifikowano 502
fragmenty dla roslin jeczmienia, 693 dla pszenicy i 666 dla pszenzyta dla DNA cigtego
obydwoma zestawami enzymoéw restrykeyjnych (Acc651/Msel i Kpnl/Msel). Srednio dla
kazdego gatunku identyfikowano 31, 43 i 42 fragmenty DNA przypadajace na pare
starterow.

W  eksperymencie weryfikujagcym ANOVA wykazata istotne rdéznice migdzy
poszczegdlnymi wariantami do$wiadczenia weryfikacyjnego dla TTCIV tylko
w przypadku regenerantow jgczmienia uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy
Zgodnie z grupowaniem Tukeya warunki zoptymalizowane w kierunku najwyzszej
(M12) i najnizszej wartosci TTCIV (M13) réznity si¢ istotnie od siebie (F = 10,379;
p = 0,000).

Wykazano istotne réznice migdzy typami zmienno$ci wchodzacymi w sktad TTCIV
poza regenerantami pszenicy uzyskanymi na drodze somatycznej embriogenezy.
Dominujagcym typem zmienno$ci byla zmienno$¢ sekwencyjna, za§ wsrod zmian
dotyczacych metylacji przewazata demetylacja poza regenerantami jeczmienia uzyska-
nymi na drodze androgenezy gdzie wyzsza byta metylacja de novo.

Dla wszystkich badanych grup regenerantow istotna byta r6znica miedzy zmiennoscia
sekwencyjng a warto$cig zmiany metylacji. Test Pearsona wykazal dla wszystkich
materialow roslinnych ujemng korelacj¢ zmienno$ci sekwencyjnej i zmian metylacji
Wzrost warto$ci zmienno$ci sekwencyjnej wigzal si¢ z obnizeniem warto$ci Xmet.

Analiza wariancji wykonana dla wariantéw do$wiadczenia M10, M12 i MI13 dla
typow zmiennos$ci u poszczegdlnych gatunkow nie wykazata roznic dla regenerantow
jeczmienia wyprowadzonych na drodze androgenezy oraz dla regenerantow pszenicy
i pszenzyta uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy. Dla pozostatych grup
regenerantOw obserwowano zréoznicowanie mi¢dzy wariantami doswiadczenia.

WNIOSKI I PODSUMOWANIA

1. Zastosowanie metody Taguchiego pozwolito na wytypowanie warunkow
zoptymalizowanych w kierunku produkcji maksymalnej ilo$ci zielonych regene-
rantow.

2. W warunkach zoptymalizowanych obserwowano obnizenie ilosci roslin albino-
tycznych w stosunku do zielonych regenerantdOw u jeczmienia i pszenzyta.

3. Podjete prace pozwolity na przygotowanie preparatdw DNA z badanych gatunkow
zboz do analiz molekularnych.

4. Wykonane prace pozwolily na uzyskanie elektroforegraméw do okreslenia iloscio-
wych charakterystyk metAFLP dotyczacyh zmiennos$ci indukowanej w trakcie
pozyskiwania regenerantow na etapie weryfikacji warunkéw zoptymalizowanych
na podstawie metody Taguchiego.

5. Zastosowanie metody Taguchiego do procesu optymalizacji pozwolito ograniczy¢
ilo§¢ powtorzen w przypadku testowania kilku czynnikoéw jednoczesnie.
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10.

Zaproponowana metoda pozwolita na opracowanie takich warunkow prowadzenia
kultur in vitro, ktéore umozliwiajg uzyskanie regenerantdw, zaroOwno o najwyzszym,
jak 1 najnizszym poziomie zmiennosci indukowanej w kulturach.

Zastosowane podejscie na poziomie TTCV dato wynik pozytywny w przypadku
regenerantoOw jeczmienia uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy, nie
oznacza to jednak, Ze metoda nie pozwolita na optymalizacje¢ warunkoéw regeneracji.
Analiza statystyczna wykonana dla regenerantow M10, M11 i M12 u j¢czmienia
uzyskanego na drodze somatycznej embriogenezy oraz pszenicy 1 pszenzyta
uzyskanych na drodze androgenezy wykazala, ze réznice pomigdzy M10, M11 i M12
wystepujg na poziomie typow zmiennosci, co S$wiadczy o tym, ze metoda Taguchiego
umozliwia optymalizacje warunkow uzyskania regenerantow dla tych gatunkoéw zboz
w ww. typach kultur in vitro.

Stwierdzono, ze zar6wno w przypadku somatycznej embriogenezy jak i androgenezy
u wszystkich gatunkéw wzrost zmian sekwencyjnych jest ujemnie skorelowany
z demetylacja genomu.

Uzyskane dane pokazuja, ze bazowanie na TTCV, jako wskazniku zmienno$ci bez
analizy poszczegolnych charakterystyk jakosciowych metAFLP (SV, DMN, DNMN)
moze dawac mylace wyniki.
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Poszukiwanie markerow molekularnych genow
utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z CMS Tt

Exploration the markers linked to the pollen sterility genes in triticale with CMS Tt

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylno$¢, pszenzyto

Cytoplazmatyczna meska sterylno$¢ (CMS) wystepuje u roslin wyzszych i charaktery-
zuje si¢ uposledzeniem w procesie wytwarzania pytku, wynikajacym z zaburzenia
oddziatywan genomu mitochondrialnego i jadrowego (Schnable, Wise, 1998). CMS
z Triticum timopheevii jest najbardziej obiecujagcym systemem do hodowli hybrydowe;j
w pszenzyta. Obecnie jednak niewiele wiadomo o genach odpowiedzialnych za przy-
wrocenie ptodnosci pytku i utrzymania sterylnosci (Warzecha i in., 2014).

CEL ZADANIA

Celem zadania jest opracowanie markeréw DNA silnie sprz¢zonych/asocjowanych
z mozliwie jak najszerszym spektrum gendw utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta
z CMS Tt wystepujacych w obrebie badanych populacji RIL oraz okreslenie wktadu tych
genow do zmiennosci fenotypowe;.

OPIS WYNIKOW

W ramach tematu w oparciu o markery DArTseq i silicoDArT uzyskane w wyniku
genotypowania populacji RIL8: DB2 x RB2 opracowano mape¢ genetyczng, ktora
sktadata si¢ z 21 grup sprz¢zen (849 markerow szkieletowych i 1220 redundantnych).
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Najmniej liczna pod wzgledem liczby markerow szkieletowych grupa sprzezen sktadata
si¢ z 15, natomiast najliczniejsza z 81 markerow. Lacznie, wszystkie grupy sprzezen
pokrywaty 2270,72 cM, przy czym Srednio markery wystepowaly co 2,67 cM. Na podsta-
wie markeréw DArTseq i silicoDArT o znanej lokalizacji chromosomowej 7 grup
sprzezen przypisano do genomu A, 7 genomu do B pszenicy oraz 7 do genomu R zyta.

Do identyfikacji QTL gendéw utrzymania sterylnosci pytku w systemie z CMS Tt
u pszenzyta wykorzystano populacje mapujacag RIL8: DB2 x RB2 oraz dane fenotypowe
uzyskane w wyniku analizy zawigzywania ziarniakow w obrebie populacji BC1F8: DB2
x [RIL8: DB2 x RB2]. Przeprowadzono mapowanie kompozytowe, ktore Borwo
umozliwito identyfikacje 4 QTL determinujacych cechg meskiej sterylnosci pytku
u pszenzyta z CMS Tt w obrgbie badanej populacji mapujacej. Analize wykonano przy
parametrach "Walk Speed' — 2, 'Window Size' — 2 1 'Markers' — 10. Test permutacji
(1000 permutacji) wykazat istotno$¢ tych QTL, przy czym punktem odcigcia wszystkich
QTL byta wartos¢ 3,7 LOD. QTLe identyfikowano w obrgbie chromosomoéw 1B, 3B, 5B
oraz 6A. Na uwage zastuguje QTL 11 QTL 4 ze wzgledu na ich wysoka odziedziczalno$¢
cechy okre$long na podstawie odpowiedniego markera (odpowiednio R2 = 0,29 i R2 =
0,41) wynoszaca odpowiednio 29 i 41,4%. Ponadto QTLe wykazuja wysoka warto$¢
LOD w miejscu maksimum funkcji LOD (QTL 1 = 15,76 1 QTL 4 = 19,63).

WNIOSKI

W ramach tematu opracowano mape¢ genetyczng dla populacji RIL8: DB2 x RB2
o $rednim pokryciu genomu (wzigto pod uwagg wylacznie markery szkieletowe)
wynoszacym jeden marker na 2,92 ¢cM. Mimo wysycenia mapy genetycznej markerami
SNP obserwowano obszary pozbawione markerow. Takie luki sg wynikiem rzadkich
aktow rekombinacji w niektorych obszarach genomu. Na podstawie dostepnych danych
dotyczacych genomu referencyjnego pszenicy oraz mapy genetycznej zyta zbudowanej
na markerach DArTseq wszystkie grupy sprzezen genomu pszenzytniego przypisano
do odpowiednich chromosoméw gatunku oraz okreslono ich orientacje od krotkiego
do diugiego ramienia. Interwalowe mapowanie kompozytowe (CIM) wykazato, ze
w obr¢bie populacji RILS: DB2 x RB2 za utrzymanie sterylnosci pylku mogg
odpowiada¢ co najmniej cztery QTL, ktore lokalizuja si¢ na chromosomach 1B, 3B, 5B
oraz 6A. Na szczeg6lng uwage zastuguja QTL na 1B i 6A ze wzgledu na wysoka
odziedziczalno$¢ tych QTLi. Uzyskane wyniki potwierdzajg wielogenowych charakter
cechy i sugeruja, ze rézne QTLe moga wystgpowac w rdznych populacjach oraz, ze ich
kumulacja w obrebie genotypu jest istotna dla ekspresji cechy. Mapowanie genetyczne
w potgczeniu z mapowaniem kompozytowym (CIM) umozliwito identyfikacje markeréw
silnie sprz¢zonych z QTL-ami badanej cechy.
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Genetyczne podioze meskiej sterylnosci pszenzyta
z 16znymi cytoplazmami oraz mozliwos¢
wykorzystania badanych cytoplazm do tworzenia
systemow CMS u pszenicy

Genetic background of male sterility in triticale with different cytoplasm’s
and perspectives of it utilization for development of CMS system in wheat
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WSTEP

Pszenzyto jest syntetycznym gatunkiem uprawnym, ktory zostal stworzony przez
cztowieka. Jego popularnos¢ w produkcji rolniczej systematycznie rosnie. Wynika to
z wielu zalet tego zboza. W hodowli komercyjnej duze nadzieje wigze si¢ z mozliwo$cia
szerszego wdrozenia odmian mieszancowych. Podstawa do zorganizowania produkcji
nasiennej odmian heterozyjnych jest dostgpno$é¢ systemdéw cytoplazmatycznej meskiej
sterylnosci (CMS). W przypadku pszenzyta najwicksze nadzieje na praktyczne
wykorzystanie systemow CMS wiaze si¢ z cytoplazmami Triticum timopheevi i Aegilops
sharonensis (Cauderon i in., 1985; Nalepa, 1990; Spiss i Goral, 1994; Warzecha i Goral,
2009). Jako alternatywe mozna wskaza¢ cytoplazme¢ Pampa pochodzaca z zyta (Geiger
i Schnell, 1970) i cytoplazme Aegilops ventricosa. Lokalizacja genéw przywracajacych
ptodnos¢ u pszenzyta z wyzej wymienionymi cytoplazmami sterylizujacymi jest stabo
poznana. Dotychczasowe badania dotyczace gtoéwnych gendow restorerowych wykazaly,
ze w cytoplazmie 7. timopheevi sa one zlokalizowane na chromosomie 6R (Curtis
i Lukaszewski, 1993; Stojatowski i in., 2013), natomiast w cytoplazmie Pampa znajduja
si¢ one na chromosomach 4R, 1R i 3R (Miedaner i in., 2000; Hackauf'i in., 2012).

CELE ZADANIA

— Oceny fenotypowe meskiej plodnosSci/sterylnosci w obrebie czterech populacji
mapujacych F, z cytoplazmami 7. timopheevi, CMS-Pampa, Ae. sharonensis 1 Ae.
ventricosa oraz konstrukcja map sprzezen dla dwoch populacji.

— Analizy sekwencyjne mitochondrialnego DNA pszenzyta z cytoplazmami normalng
(T. aestivum), sterylizujaca T. timopheevi i Pampa.

— Wytworzenie i oceny fenotypowe zestawu linii alloplazmatycznych pszenzyta oraz
testowanie wybranych rodéw hodowlanych pod katem zdolnosci do utrzymywania
meskiej sterylnosci i przywracania ptodnosci w cytoplazmie 7. timopheevi.

Badania nad kwitnieniem czterech populacji mapujacych prowadzono na polu
doswiadczalnym Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.
Ocene fenotypowg przeprowadzono z zastosowaniem 5-stopniowej skali bonitacyjnej
(Goral, 2002). W okresie prowadzenia badan zaobserwowano nietypowe dla tego regionu
warunki pogodowe. Czas kwitnienia poprzedzil okoto 4-tygodniowy okres bez opadow,
a samo kwitnienie przebiegato w czasie suszy i przy wysokich temperaturach powietrza.
W rezultacie, rosliny kwitly bardzo dynamicznie — czas kwitnienia byt krotki, a pylniki
bardzo szybko zasychaty. Prawdopodobnie z tego powodu wizualna ocena pylenia
uniemozliwila wytypowanie w pelni ptodnych osobnikéw (5 stopien ptodnosci), pomimo
to ocena zawigzywania ziaren pod izolatorami byta u wielu roslin wysoka . Tylko siedem
roslin z populacji mapujacej z cytoplazma 7. timopheevi zostato ocenionych wzrokowo
jako w pelni meskoptodne. U pozostalych mieszancow takich ocen nie zaobserwowano,
pomimo iz kazda z populacji liczyta powyzej 170 ocenionych pojedynkow.

Analizy DArTseq i PCR wykonano w obrebie dwoch populacji mapujacych. Z kazdej
wybrano po 90 osobnikéw. Mapy chromosoméw w populacji [CMS-Baltiko P x
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DAD282/00] F, maja dlugos¢ od 37 do 130 cM. Dlugosci zmapowanych chromosoméow
mieszanca [CMS-Salvo 15/1 T x DAD282/00]F, mieszczg si¢ w granicach od 33 ¢cM
do 112 ¢cM. W trakcie analiz kilka grup sprzezen zostato przypisanych do tych samych
chromosomoéw, ale tez nie wszystkie chromosomy pszenzyta zostaty ujete na mapach.

Dane sekwencyjne mtDNA uzyskano dla trzech cytoplazm, nast¢pnie zlozono je
w kontigi oraz skafoldy (ztozenia wyzszego rzedu). Uzyskano kilka alternatywnych
uktadéw ztozonych sekwencji, Jest to rezultatem wystgpowania w genomach mito-
chondrialnych sekwencji powtorzonych.

Wsréd wytworzonych linii alloplazmatycznych rosngcych i ocenianych fenotypowo
na poletkach doswiadczalnych w Krakowie, linia DAD 1 w kazdej cytoplazmie byta
meskoptodna. Indeks restoracji zawierat si¢ w granicach 70,0-95,0%. Linia Salvo 15 byta
w pelni meskosterylna. Pozostale dwie linie wykazaly specyficzng reakcje w zaleznosci
od rodzaju cytoplazmy. Linia Baltiko 1 byla meskosterylna w cytoplazmie Pampa
i megskoptodna w cytoplazmie Ae. sharonensis, natomiast linia Zorro 1 meskosterylna
w cytoplazmach Pampa 1 Ae. sharonensis oraz meskoplodna w  cytoplazmach
T. timopheevi i Ae. ventricosa.

WNIOSKI

1. Stworzono mapy genetyczne dwodch populacji mapujgcych pokrywajace wigksza
czg$¢ genomu pszenzyta.

2. W wyniku analiz bioinformatycznych uzyskano kilka alternatywnych wers;ji
sekwencji mtDNA pszenzyta.

3. Cytoplazmy sterylizujace CMS-T, CMS-P, CMS-A i CMS-V mogg byé
wykorzystane do tworzenia stabilnych fenotypowo linii me¢skosterylnych pszenzyta.
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Opracowanie 1 wykorzystanie metod
biotechnologicznych skracajacych cykl hodowlany
1 zw1e;kszaj qcych efektywnosc selekcji genotypow
0zimej pszemcy 1 0zimego pszenzyta o podwyzszonej
odpornosci 1 tolerancji na septorioze lisci i plew

[czynnik sprawczy: Parastagonospora nodorum
(Berk.), (Quaedvlieg, Verkley & Crous.)]

Development and use of biotechnological methods for shortening the breeding cycle
and improving the effectiveness of genotypes selection of winter wheat and winter
triticale with increased resistance and tolerance to septoria leaf and glume [agent:

Parastagonospora nodorum (Berk.), (Quaedvlieg, Verkley & Crous.)]

Stowa kluczowe: androgeneza, pszenica, pszenzyto, septorioza lisci 1 plew, somatyczna
embriogeneza

Septorioza lisci 1 plew wywotana przez grzyb Parastagonospora nodorum nalezy
do jednej z najniebezpieczniejszych chorob zboz. Patogen powoduje zmniejszenie
powierzchni asymilacyjnej tanu, co skutkuje obnizeniem plonu nawet do 40% (Arseniuk
iin.; 2002). Z uwagi na wzrastajgce znaczenie septoriozy lisci i plew nalezy podja¢ kroki,
ktore przyczynia si¢ do podwyzszenia jakos$ci ziarna i ograniczenia strat w plonie.
Jednym z takich krokéw jest hodowla odpornosciowa. Wiaczenie do uprawy odmian
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zboz o podwyzszonej odpornos$ci na P. nodorum w znacznym stopniu przyczyni si¢
do ochrony $rodowiska naturalnego przed nadmierng ilo$cig zwigzkow chemicznych.

Celem projektu jest porownanie efektywnosci i wykorzystanie biotechnologicznych
technik, somatycznej embriogenezy i androgenezy, poszerzajacych zmienno$¢ gene-
tyczng i skracajacych cykl hodowlany pszenicy i pszenzyta pod wzgledem odpornosci
i tolerancji zboz na septorioze lisci i plew. W ramach projektu przeprowadzono oceng
odpornosci na P. nodorum dla linii dihaploidalnych i somaklonalnych otrzymanych
w latach 2015-2017 oraz rodzicielskich ozimych odmian pszenicy i pszenzyta, ktore
postuzyly do krzyzowania i wyprowadzenia somaklonow i dihaploidow. Dodatkowo
przeprowadzono atestacj¢ otrzymanych linii na toksyn¢ produkowanag przez grzyb
P. nodorum, Tox3.

Testy odpornosci zbdz na P. nodorum prowadzone sa juz od wielu lat. Arseniuk
i Fried (1991) w swoich badaniach porownywali odporno$¢ dwoch genotypdw pszenzyta
0zimego 1 sze$ciu genotypOw pszenicy ozimej na prezentowany patogen. Wykazali
znacznie wyzsza odporno$¢ na septorioze lici i plew u pszenicy niz pszenzyta. Srednia
powierzchnia porazenia li§ci wyniosta u pszenicy ozimej 17,2% podczas gdy u pszenzyta
az 30,5%. Podobne wyniki otrzymano dla obiektow w warunkach kontrolowanego
srodowiska. Srednie porazenie liscia przez omawiany genotyp wynidst 46% dla pszenicy
1 52% dla pszenzyta. Natomiast w warunkach polowych wyzsza odporno$¢ na septorioze
lisci 1 plew zaobserwowano dla genotypoéw pszenzyta. Porazenie tkanki liscia wyniosto
14%. Otrzymane w tym roku wyniki testow odpornosci na septorioze lisci i plew
w warunkach kontrolowanego $rodowiska sg zbiezne z wynikami z ubieglych lat.
Somaklony pszenzyta ozimego wykazujg najwyzsza odporno$¢ na dziatanie P. nodorum.
Srednia porazonej tkanki liscia wyniosta 37%, podczas gdy w przypadku somaklonow
pszenicy odnotowano 47% porazonej tkanki liscia. W ubieglym roku udziat
zainfekowanej tkanki wyniost 17% dla somaklonéw pszenicy i 10% dla somaklonow
pszenzyta. Podobne wyniki uzyskali Arseniuk i in. (1998) badajac odpornos¢ linii
somaklonalnych pszenzyta. Ponad to, na podstawie analizy statystycznej wykazano
istotny statystycznie zwigzek korelacyjny miedzy odpornoscia na toksyne Tox3
a porazeniem lisci przez P. nodorum w stadium siewki dla obiektow pszenzyta ozimego.
Wspotczynnik korelacji wyniost 0,44. Wrazliwos¢ odmian na toksyne Tox3 jest bardzo
powszechna. W badaniach Kar-Chun Tan i in. (2014) po przetestowaniu 46
komercyjnych odmian pszenicy, u 91% zaobserwowano wrazliwo$¢ na toksyne Tox3.
Réwniez w Zaktadzie Fitopatologii w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
zaobserwowano, ze najwickszy wplyw na odpornos¢ fenotypowa ma odpornos$¢ na
toksyne Tox3 (Walczewski i in., 2017). Udzial obiektéw hodowlanych podatnych na te
toksyng wyniost 70%. Uzyskane wyniki nie sg zbiezne z prezentowanymi pracami.
Podatnos¢ na toksyne Tox3 zaobserwowano dla 45% obiektow pszenicy oraz 30%
genotypow pszenzyta ozimego otrzymanych w ramach projektu. Odporne odmiany
rodzicielskie produkowaly przede wszystkim bardziej odporne somaklony i dihaploidy.
Sposrod wszystkich przebadanych obiektow, najwyzsza odporno$¢ na septoriozg lisci
i plew zar6wno w warunkach polowych, jak i kontrolowanego srodowiska wykazuje linia
D-44. Dihaploid ten pochodzi ze skrzyzowania odmian Borwo i Tomko.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze mozliwa jest poprawa odpornosci genotypow obydwu
gatunkéw zb6z w procesie somatycznej embriogenezy. Zmienno$¢ somaklonalna moze
by¢ stosowana jako dodatkowe zrodto odpornosci na patogen P. nodorum oraz byc
zalecana do stosowania w komercyjnych programach hodowlanych. Przedstawione
wyniki poszerzaja nasza wiedz¢ na temat opornosci zb6z na omawiany patogen
1 przyblizaja zastosowanie metod biotechnologicznych w hodowli odpornosciowe;.
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Toksyny biatkowe Parastagonospora nodorum i ich
zwigzek z patogenicznoscig oraz odpornoscig
pszenzyta i pszenicy na septorioze lisci 1 plew

Parastagonospora nodorum proteinaceous toxins and their connection with wheat
and triticale susceptibility and resistance on stagonospora nodorum blotch

Stowa kluczowe: nekrotrof, nodorum, patogen, parastagonospora, septorioza, toksyny

CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

Celem badan byto okre$lenie wplywu poszczegdlnych toksyn biatkowych
Parastagonospora nodorum na rozwoj septoriozy li§ci i plew, oraz wyznaczenie prioryte-
towych z punktu widzenia hodowli odpornos$ciowej gendw warunkujgcych odpornosé.

OPIS WYNIKOW

Zadanie obejmowalo nizej wymienionych 6 tematow.
1. Doskonalenie metodyki oczyszczania oraz rozdzielania toksyn z hodowli P. nodorum,
produkcja toksyn.
2. Wytypowanie oraz pozyskanie z zagranicy roznicujacych linii pszenicy.
Analiza odpornosci obiektow pszenicy i1 pszenzyta na biatkowe toksyny P. nodorum.
4. Analiza odpornosci obiektow pszenicy i pszenzyta na P. nodorum w warunkach
fitotronowych.
Polowa analiza odpornosci materiatdéw roslinnych na P. nodorum.
6. Krzyzowanie wyselekcjonowanych linii.

98]

9]
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Wyniki Ad 1)

Przy pomocy metod chromatograficznych oczyszczono okoto 15 ml toksyny ToxS5.
Ilo$¢ ta byla wystarczajagca do przetestowania zakladanej liczby obiektow roslinnych.
Przy pomocy ekspresji w Pichia pastoris uzyskaliSmy po ok 15 ml preparatow toksyn
Tox1, Tox3 i ToxA. Ilos¢ ta wystarczyla do zatozonych badan wykorzystania systemu
ekspresyjnego Pichia pastoris umozliwia uzyskanie ilosci wystarczajacych nawet
do masowego badania materiatdéw hodowlanych.

Wyniki Ad 2)

Posiadane linie roznicujgce zostaly namnozone do ilosci zabezpieczajacej potrzeby
badawcze.

Wyniki Ad 3)

Przy pomocy oczyszczonych toksyn Tox1, Tox3, Tox5 przetestowano po 170 linii
pszenicy i 100 linii pszenzyta. Przy pomocy oczyszczonej toksyny ToxA przetestowano
355 obiektow pszenicy i 310 obiektow pszenzyta. Sposrod przebadanych toksyn
podatno$¢ na toksyng Tox3 byta najbardziej rozpowszechniona. Wigkszo$¢ przebadanych
linii pszenzyta (57%) 1 30% obiektéw pszenicy jest podatnych na t¢ toksyne. Podatno$é
na toksyn¢ Tox5 wystepuje w ok. 30% obiektow pszenzyta i okoto 10% pszenicy.
Wicgkszos¢ przebadanych obiektow pszenicy i pszenzyta jest odporna na Toksyny: Tox1
oraz ToxA.

Wyniki Ad 4)

Przy pomocy mieszaniny izolatow przetestowano po 142 obiekty pszenicy i pszenzyta
w warunkach kontrolowanego srodowiska w stadium siewki. Uzyskane wyniki
umozliwity badanie wptywu podatnosci na toksyny na odporno$¢ fenotypows.

Wyniki Ad 5)

Przy pomocy mieszaniny izolatow przetestowano po 142 obiekty pszenicy i pszenzyta
w warunkach polowych w stadium ro$liny dorostej. Uzyskane wyniki umozliwity
badanie wptywu podatnosci na toksyny na odporno$¢ fenotypows.

Wyniki Ad 6)

Uzyskano 6 linii F1 bedacych materialem do wyprowadzania populacji F1 w
przysztym roku. Z Mieszancéw F1 uzyskanych w roku ubieglym wyprowadzono linie
DH. Populacj¢ Begra vs Liwilla przetestowano przy pomocy toksyn Toxl i ToxA.
Populacja ta jest w catosci odporna na te toksyny. Uzyskiwane populacje DH beda
materialami wyjsciowymi do przysztych badan nad mechanizmami odporno$ci na P.
nodorum.

W Polskiej populacji P. nodorum szeroko rozpowszechniona jest zdolno$¢ do pro-
dukcji toksyn Tox1, Tox3 i Tox5. Analiza wariancji oraz zwigzkéw korelacyjnych
mig¢dzy toksyng Tox1 a odpornoscig fenotypowa pokazuje, ze toksyna ta ma marginalny
wplyw na rozwoj choroby. Odpornos¢ na te¢ toksyne jest szeroko rozpowszechniona
w puli obu gatunkow badanych zbdz.

Najszerzej rozpowszechniona wsrod obiektow hodowlanych jest wrazliwo$¢ na Tox3,
szczegodlnie u pszenzyta gdzie obiekty wrazliwe stanowia ok. 60%. W tegorocznych
badaniach Tox3 stanowila glowny czynnik rozwoju choroby w stadium siewek
u pszenicy i pszenzyta. Toksyna ta determinowata 49% i 24% objawow chorobowych
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u obu zb6z. U pszenzyta odporno$¢ na t¢ toksyne byta statystycznie istotnie skorelowana
z odpornoscig fenotypowa w warunkach polowych. W tegorocznych badaniach polowych
obiektéw pszenicy nie stwierdzono istotnego statystycznie zwigzku miedzy odpornoscia
na Tox3 a fenotypowa odpornoscia polowg. Z uwagi na susz¢ juz w trzecim tygodniu po
wystgpieniu pierwszych objawow, rozpoczelo si¢ zamieranie liSci pszenicy, co naj-
prawdopodobniej przyczynito si¢ do niewykrycia statystycznie istotnego zwigzku miedzy
odpornoscig na te¢ toksyne a odpornoscig polowg. Statystyczng istotnos¢ tego zwigzku
regularnie wykrywano w poprzednich latach.

Z kolei, wykazano istotny statystycznie zwigzek korelacyjny migdzy odporno$ciag na
toksyng Tox5 a odpornoscig pszenzyta w stadium siewki. Tox5 determinuje 10,5% tej
zalezno$ci. Analiza wariancji wykazata Zze odporno$¢ na toksyne Tox5 w sposob
statystycznie istotny wyjasnia 6,3% zmiennosci w stadium rosliny dorostej w doswiad-
czeniu polowym.

WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

— Ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie w pulach genowych pszenicy i pszenzyta
wrazliwos$ci na Tox3 i Tox5 oraz istotny wplyw tych toksyn na rozwdj choroby,
powinny one by¢ wykorzystane w hodowli odpornosciowej tych gatunkéw zboz na
SNB.

— Badania prowadzone w pracowni moga by¢ spozytkowane poprzez wykorzystanie
danych z bonitacji ro$lin, lub poprzez wykorzystanie zdolnosci Pracowni Hodowli
Odpornosciowej, do produkcji duzych ilosci toksyn mozliwych do wykorzystania w
rutynowym testowaniu obiektéw hodowlanych.
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Badanie typow odpornosci na fuzariozg ktosow
u pszenzyta ozimego za pomocg markerow
fenotypowych i metabolicznych

Evaluation of Fusarium head blight resistance types in winter triticale using
phenotypic and metabolic markers

Stowa kluczowe: gen Fhbl, fuzarioza kloséw, pszenzyto, mykotoksyny

WPROWADZENIE

Odmiany pszenzyta okazujg si¢ podatne na fuzarioze klosow i kumulacj¢ w ziarnie
toksyn fuzaryjnych. Gléwnym zrédlem odpornosci jest locus cech ilosciowych (QTL)
Fhbl zlokalizowany w krotkim ramieniu chromosomu 3BS, warunkuje wysoka
odporno$¢ na fuzarioz¢ — obecny w pszenicy Sumai 3. Scharakteryzowany jest rowniez
inny QTL — Fhb2 na 6BS. Ma on znacznie mniejszy wplyw na odpornosé.
Podejmowane sg proby poszerzenia zmienno$ci pszenzyta przez wprowadzanie genow
z gatunkoéw oddalonych.

CELE PROJEKTU

— Badanie odpornosci typu I i II na fuzarioze kltosow u pszenzyta z wykorzystaniem
markeréow fenotypowych.
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— Identyfikacja molekularna genu Fhb1 mieszancéw BC, i BC,.

— Ocena odpornos$ci na uszkodzenie ziarna (typ III odpornosci).

— Okreslenie redukcji parametrow struktury plonu (typ IV odpornosci).

— Analiza zawartosci toksyn fuzaryjnych w ziarniakach (typ V odpornosci).

MATERIALY I METODY

Material badawczy
Genotypy pszenzyta ozimego — temat badawczy 1, 2, 3 i 4 oraz linie pszenzyta

z introgresja chromatyny Triticum monococcum i substytucjami genomu D pszenicy —

temat badawczy nr 1
Metody badawcze

— Testowanie metoda inokulacji (oprysk) w warunkach polowych oraz metoda
inokulacji punktowej w Radzikowie i Cerekwicy.

— Badanie odpornosci na infekcj¢ pierwotna (typ I odpornosci), na rozprzestrzenianie si¢
patogenu wzdhuz osadki klosowej (typ II odpornosci). Okreslanie indeksu fuzariozy
ktoséw (IFK) (potaczone typy odpornosci I i II) — temat badawczy nr 1.

— Analizowanie odpornosci na uszkodzenie ziarniakow (typ III odpornosci) —
okreslanie wizualne proporcji ziarniakow uszkodzonych przez Fusarium (FDK)
i ziarniakow wygladajacych zdrowo (HLK) — temat badawczy nr 3.

— Okresélanie redukcji parametréw struktury plonu: (masy ziarna z ktosa (MZK), liczby
ziarniakow w ktosie (LZK), masy tysigca ziarniakow (MTZ), analiza tolerancji czyli
odporno$ci na obnizke parametréw struktury plonu (typ IV odpornos$ci) — temat
badawczy nr 3.

— Analiza zawartosci toksyn fuzaryjnych w ziarniakach — deoksyniwalenolu (DON),
niwalenolu (NIV), zearalenonu (ZEN) — chromatografia gazowa, (typ V —
odpornos¢ na kumulacj¢/degradacje toksyn fuzaryjnych) — temat badawczy nr 4.

— Identyfikowanie molekularne genu Fhb I — temat badawczy 2.

WYNIKI

Temat badawczy 1

Doswiadczenia infekcyjne w IHAR — PIB Radzikow i IGR PAN Poznan z okolo

75 genotypami pszenzyta ozimego wybranymi jako formy o podwyzszonej

odpornosci w latach ubieglych oraz z nowymi uzyskanymi na drodze krzyzowan

z r6znymi Zrédlami odpornoSci

Brak opadow w okresie kwitnienia pszenzyta nie sprzyjal rozwojowi fuzariozy.
W lokalizacji Cerekwica zastosowano po inokulacji zamgtawianie, stad porazenie ktosow
byto 3-krotnie wyzsze (8,7%) anizeli w Radzikowie (2,7%). Najnizsze IFK ponizej 3,0%
odnotowano u 7 genotypow pszenzyta — DANKO 22 (2015), DANKO 6/15, DANKO
20/16, BOH 534-4, DS 1238, BOH 2271-4, MAH 34762-2.

Srednie IFK badanych linii pszenzyta z introgresja chromatyny 7. monococcum i sub-
stytucjami genomu D pszenicy wynosito 6,8%, porazenie do 4% odnotowano u 8 linii.
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Srednia liczba punktéw infekcji (typ I odpornosci) dla 49 genotypéw pszenzyta
wynosita 1,9. Najwyzsza odporno$¢ typu I odnotowano dla genotypow DC 06080-56,
BOHD 898-1, MAHD 33404-1, DC 03326/06/2, DS. 9, DANKO 17 (2014), BOHD
1025-2 i MAH 35657-2.

Srednia liczba porazonych ktoskow (typ II odpornosci) dla 49 badanych genotypow
wynosita 2. Najwyzsza odpornos¢ typu Il zanotowano dla genotypéw MAH 33544-3,
BOH 835-4, DANKO 2 (2014), DANKO 21 (2015), BOH 1062-2, DANKO 10 (2015).
Srednia odpornosé obu typéw odpornosci byta najwyzsza u genotypéw MAH 33544-3,
DS. 9, DC 06080-56, DL 593/07, MAH 34359-1 i BOHD 1025-2. Srednia odpornos¢
typu I i II korelowata istotnie z IFK w obu lokalizacjach oraz ze $rednim IFK.

Temat badawczy 2

Doswiadczenia infekcyjne w dodatkowych lokalizacjach. Krzyzowanie

wybranych genotypéw pszenzyta, rozmnazanie uzyskanych mieszancéow

Inokulacja pszenzyta przeprowadzona w lokalizacjach Debina, Borowo, Matyszyn
i Szelejewo wykazala wystgpienie porazenia kloséw tylko w Debinie. Sredni %IFK
z lokalizacji Cerekwica i Radzikowo korelowat z IFK w Debinie (r = 0,430).

Formy mieszancowe BC; i BC, niosgce gen odpornosci na fuzarioze¢ ktosa Fhbl,
zostaly poddane krzyzowaniom wstecznym w celu otrzymania mieszancéw pokolenia
BC,i BC;. Uzyskano 11 form BC, z genem odpornosci Fhbl oraz 56 form BCs.

Temat badawczy 3

Analiza zebranego materialu pod katem oceny odporno$ci na uszkodzenie

ziarniakéw (typ III)

Prazenie ziarna bylo zréznicowane. Sredni procent FDK masa w Cerekwicy wynosit
11,39% natomiast FDK liczba 18,55%. Dla genotypoéw ocenionych w Radzikowie $redni
procent FDK masa wynosit 14,18%, a FDK liczba 14,80%. Najnizszg liczbg porazonego
ziarna (FDK liczba) odnotowano u genotypu DS.9.

IFK w Poznaniu korelowatl istotnie z warto§ciami FDK w Poznaniu i ze $rednimi
FDK. Podobne byly zaleznosci IFK i FDK w Radzikowie. Srednia warto$¢ IFK
korelowata z warto$ciami $rednimi FDK masa i FDK liczba.

Srednio najnizsza redukcje MZK odnotowano u genotypow MAH 34068-5 (S),
DANKO 3/15, MAH 33115-4/1 i DANKO 2/16. Najnizsza $rednia redukcja MTZ
wystgpita u genotypow BOHD 2027-1, DANKO 3/17, DS. 9, DANKO 13/17 i DANKO
28/17.

IFK korelowal z uszkodzeniem ziarniakéw. Uszkodzenie ziarniakow (FDK masa
i FDK liczba) korelowato z wzgledna redukcja MTZ.

Temat badawczy 4

Analiza w badanym materiale zawarto$ci toksyn fuzaryjnych w ziarnie,

kumulacja/degradacja toksyn (typ V odpornosci)

We wszystkich probach ziarna stwierdzono obecno$¢ DON, NIV oraz pochodnej
acetylowej 3Ac-DON. Brak bylo 15Ac-DON, a pochodna 3Ac-DON wystepowata
w ilosciach sladowych.

W Poznaniu dominowal NIV — zawarto$¢ ponad 10-krotnie wyzsza niz DON-u.
W Radzikowie natomiast dominowat DON (30-krotnie wigcej NIV) (rys. 1).
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Rys. 1. Poréwnanie zawarto$ci DON i NIV w prébach ziarna 39 genotypow pszenzyta pochodzacych
z Poznania i Radzikowa. Prostokaty pokazuja pierwszy kwartyl, mediane i trzeci kwartyl. Wasy
pokazuja dolny i gérny limit, poza ktérym wartosci sa odstajace

Najnizsze zawarto$ci DON stwierdzono u genotypéw LD 121/08, MAHD 35399-1,
BOH 534-4, DANKO 2/17, MAH 34359-1, BOHD 898-1 i odmiany Trefl. Natomiast
najnizsze zawartosci NIV stwierdzono u genotypoéw DS. 9, BOH 537-2, DANKO 3/17,
BOHD §898-1. Sumarycznie najmniej trichotecenéw B bylo w ziarnie genotypéw BOHD
898-1, DANKO 3/17, DS. 9, DC 03326/06/2, Trefl, BOHD 1025-2 i MAHD 35399-1.

Zawarto$¢ ZEN w ziarnie wynosita srednio 94 pg/kg. W probach ziarna z Radzikowa
bylo go okolo S5-krotnie wigcej niz w probach ziarna z Cerekwicy. Najmniej ZEN byto
w ziarnie genotypéw BOH 534-4, MAH 34359-1, BOHD 898-1, DANKO 2/17, LD
121/08, MAHD 35399-1 i DS. 9. IFK korelowat z zawartosciag NIV i sumaryczng
zawarto$cig trichotecenéw B, nie stwierdzono korelacji z zawarto$cig DON 1 ZEN.
Poziom uszkodzenia ziarniakow korelowal z zawarto$cig wszystkich badanych myko-
toksyn.

Stwierdzono istotne ujemne wspotczynniki korelacji MTZ oraz DON, ZEN i sumy
trichotecenow B.

PODSUMOWANIE

Analiza wieloczynnikowa pozwolita na zidentyfikowanie genotypoéw taczacych
odpornosci roznych typow. Sg to DS. 9, BOHD 898-1, odmiana Trefl, DANKO 2/17,
DANKO 3/17, BOH 534-4, MAHD 35399-1, DL 593/07, DC 03326/06/2, LD 121/08,
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BOHD 1025-2, odmiana Meloman, BOH 537-2 i DANKO 22/17. Cztery z nich to nowe
genotypy pochodzace w Doswiadczenia Wstepnego 2017/2018 (rys. 2).

Biplot (axes F1 and F2: 69,67 %)
3
IFK
MAH 34068-5 (S) ) NIV o._
5 o DL446/08 " MAH 33116-7/1(S)
DANKO 2/17
]
® & MAHD 35399-1 ©® BOH 1273-1(S)
1+ MTZ %K
aDC 03326/ 06/2 DANKO 6/1H1AH 33544-3
7o, LD121/08 ok °- @ DAST15/11(S)
DL 593/07 LNe @l MAH 34359-1
g BOHD 898-1 ~oe ,3 DANKO 1/17
2 "@BOH 534- . § DANKO 18/17 1-BOH 1062-2
S0 _— o DANKO3/17 DANKO 1L e S —
o : o ®_\IAH 33881 1/3 FDKm
- Trefl - ,M ol -"'QDANKO 22/17 ~- MAH 34762:2 et @ DANKO 6 (2014)
BOHD 1025-2 -+ BOH 537- 2o " -® o 1238, -
1+ DANKO 21 (2015) ® MAH. 334051
©® BOH2271-4 0 "=--. —~
MAH 34752-1 - DANKO 9 2013 ZEN
°
DANKO 20/16 -
24 Porto - © _® .
DANKO 6/15 ® DON
DANKO 22 (2015)
3
3 2 1 0 1 2 3 4
F1(47,64 %)
l « Active variables @ Active observations |

Rys. 2. Uklad wspolrzednych dwoch pierwszych sktadowych gléwnych dla 39 genotypéw pszenzyta
ozimego. Skladowe wyjasniaja 69,67% zmiennos$ci odpornosci na fuzarioze kloséw mierzong indeksem
fuzariozy klosow (IFK), stopniem uszkodzenia ziarniakéw (FDK m), wzgledna warto$cia MTZ
(% Kkontroli) oraz zawarto$cia toksyn fuzaryjnych (deoksyniwalenolu [DON] niwalenolu [NIV]
oraz zearalenonu [ZEN]) w ziarnie. Wektory wskazuja kierunek wzrostu wartosci zmiennych.

Na zielono zaznaczono genotypy z DW 17/18, na czerwono wzorce podatne
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Opracowanie 1 wykorzystanie metod
biotechnologicznych do skrocenia cyklu hodowlanego
pszenzyta oraz do poprawy efektywnosci selekcji —
miejscowo-specyficzna mutageneza z wykorzystaniem
miejscowo-specyficznych nukleaz

Development and application of methods for the shortening of triticale breeding
cycle and for the effective selection — site-specific mutagenesis
using programmable nucleases

Stowa kluczowe: Crispr-Cas9, edytowanie genomu, mutageneza miejscowo-specyficzna,
pszenzyto, TALEN

Celem badan bylo opracowanie konstruktow genowych do wprowadzenia mutacji
w genach zwigzanych z porastaniem u pszenzyta, ocen¢ funkcjonalnosci konstruktow
nukleaz w systemie transfekcji protoplastow oraz optymalizacje transformacji roslin
wybranymi konstruktami i regeneracji in vitro pszenzyta. Zaprojektowano i wykonano
6 konstruktow do edycji sekwencji homologéw genéw PDF1 i CYP707A u pszenzyta.
Konstrukty byly sprawdzane metoda transient assay na protoplastach izolowanych z 4-7
dniowych siewek pszenzyta odmiany Bogo. Konstrukty zawierajagce sgRNA3 i sgRNAS
zostaly wykorzystane do wprowadzania zmian w DNA protoplastow przy uzyciu
transfekcji z PEG. Obecny w konstrukcie gen markerowy GFP umozliwit oceng
wydajnosci transfekcji. Analizy na poziomie DNA potwierdzity wystgpienie zmian typu
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delecje/insercje w przewidywanych regionach homologéw genéw CYP707A i PDF1
u pszenzyta. Wykonano analizy prowadzace do allelo-specyficznej amplifikacji PCR
dla poszczegdlnych genoméw czgstkowych A, B i R dla gendow poddanych mutagenezie.
Wybrane konstrukty genowe po przeklonowaniu do szczepu AGL1 A. tumefaciens
zostaly uzyte do transformacji niedojrzatych zarodkow pszenzyta zgodnie z procedurami
opisanymi w Oleszczuk i in. 2004, z modyfikacjami wtasnymi. W wyniku prowadzonej
selekcji 1 regeneracji otrzymano 10 linii TO pszenzyta, ktore wykazaty in vitro odpornosé
na czynnik selekcyjny fosfinotrycyne.

LITERATURA

Oleszczuk S,. Sowa S., Zimny J. 2004. Direct embryogenesis and green plants regeneration from isolated
microspores of hexaploid triticale (x Triticosecale Wittmack) cv. Bogo. Plant Cell Rep. 22: 885 — 893.
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Wytwarzanie nowych zrodel genetycznych pszenzyta
w oparciu o krzyzowanie oddalone

Development of new genetic sources of triticale based on wide crosses

Stowa kluczowe: kartowatos¢, krzyzowanie oddalone, komponenty plonu, pszenzyto
CEL ZADANIA 1

Celem zadania 1 bylo uzyskanie mieszancow wstecznych (BC,) w wyniku
krzyzowania roslin pokolenia F; otrzymanych z krzyzowania koziencéw z pszenicg oraz
pszenzytem, a takze uzyskanie mieszancow F,, gdzie genotypy z rodzaju Aegilops
przeznaczone zostang na form¢ ojcowska.

WYNIKI

Wykonano 40 kombinacji krzyzéwkowych pomiedzy pszenzytem i koziencami.
We wszystkich wykonanych kombinacjach kozieniec byt forma ojcowska a zboze forma
mateczng. Zdolnos¢ kombinacyjna zostata obliczona, zaré6wno dla form uprawnych, jak
rowniez dla koziencéw. Dla pszenzyta wahata si¢ od 0% do 21,6%, natomiast
dla koziencow od 0% do 37,5%. Ponadto wykonano 30 kombinacji krzyzéwkowych
pomiedzy mieszancami oddalonymi a formami uprawnymi pszenicy i1 pszenzyta.
Mieszance zawsze byly formg mateczng. Dla kazdego mieszanca oddalonego obliczono
zdolno$¢ kombinacyjng w krzyzowaniach wstecznych z pszenzytem. Zdolnosé
kombinacyjna wahata si¢ od 0% do 20% dla mieszancow oddalonych.
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WNIOSKI

— Odmiany uprawne pszenzyta mogg by¢ z duzym powodzeniem wykorzystywane
na formy mateczne w krzyzowaniach z kozieficami.

— Gatunki z rodzaju Aegilops, ze wzglgdu na mozliwo$¢ krzyzowania zaréwno
zpszenicg, jak 1 z pszenzytem, stanowig cenne zrodlo genetyczne mozliwe
do wykorzystania w pracach majacych na celu poszerzenie zmienno$ci genetycznej
tych zbdz na drodze krzyzowan oddalonych.

— Zdolno$¢ kombinacyjna mieszancow oddalonych w krzyzowaniach wstecznych jest
generalnie wyzsza niz przy uzyskiwaniu mieszancow F.

CEL ZADNIA 2

Celem zadania 2 byla analiza wysokosci oraz podstawowych elementéw plonu
mieszancow oddalonych F; z koziencami (tab. 1).

Tabela 1
Rosliny mieszancowe poddawane ocenie laboratoryjnej

Liczba analizowanych roslin
rodzicielskich

Liczba analizowanych ro$lin
mieszancowych

Kombinacja krzyzowkowa Formy rodzicielskie

[(Ae. column. X Poshuk) x

Top] * Tomko] x Tomko 15 Tomko s
[(Ae. column. x Poshuk) x
Top] X Tomko 15 Poshuk 15
Top 15
WYNIKI

Analizie poddano mieszance oddalone uzyskane w wyniku krzyzowania kozienca
(Aegilops columnaris) z pszenica po jednym i dwodch krzyzowaniach wstecznych
z odmiang pszenzyta Tomko. Wykazano, ze mieszance BC, i BC, nie rdznig si¢ istotnie
mig¢dzy soba pod wzgledem Zadnej z analizowanych cech. Charakteryzuja si¢ one istotnie
wyzszg liczbg ktoskow w klosie gtdwnym w poréwnaniu z obiema odmianami pszenicy,
a takze istotnie nizszg liczbg ziarniakow z klosa glownego w poroéwnaniu z odmiang
Tomko.

Dwukrotne krzyzowanie wsteczne wplynelo na wzrost masy ziarniakow z ktosa
glownego. Masa ziarniakow w klosie w mieszancu pokolenia BC,; byta istotnie nizsza niz
masa ziarniakow w odmianie Tomko. W pokoleniu BC, masa ta byla juz statystycznie
taka sama jak w przypadku ‘Tomko’.

Zbitos¢ klosa mieszancéw nie réznila sig¢ istotnie od pszenzyta, ale byla istotnie
Wwyzsza w porownaniu z obiema odmianami pszenicy.

Mieszance obu pokolen wstecznych miaty ponadto istotnie obnizona ptodnos$¢ ktoska
w stosunku do wszystkich odmian pszenicy i pszenzyta. Masa tysigca ziarnikow w
mieszancach obu pokolen nie réznita si¢ istotnie od pszenzyta ‘Tomko’. Jedynie
mieszaniec BC, wykazywal istotnie wyzszag MTZ w pordwnaniu z pszenicg ‘Poshuk’.
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WNIOSKI

— Krzyzowanie spowodowato zwigkszenie wysokos$ci roslin mieszancowych w stosunku
do form rodzicielskich.
— Krzyzowanie spowodowato podwyzszenie MTZ w roslinach pokolenia BC, jak i BC,.

CEL ZADANIA 3

Celem =zadania 3 bylo =zwigkszenie wydajnosci uzyskiwania mieszancow
mig¢dzyrodzajowych pszenicy 1 pszenzyta z Koziencami poprzez zastosowanie techniki
ratowania zarodkow.

WYNIKI

Do rozwoju w kulturach in vitro przekazano 20 zarodkow. Pozostate ziarniaki zostaly
wysiane bezposrednio do ziemi. Sposrod wylozonych 20 zarodkow uzyskano 6 roslin
(tab. 2). Daje to wydajnos¢ na poziomie 30%.

Tabela 2
Kombinacje krzyzowkowe przekazane do Embryo Rescue

Lp. | Kombinacja z pszenzytem | Liczba zarodkéw | Liczba rolin
1 Baltiko x Aed44 2 0
2 Baltiko x Ae52 1 0
3 Lombardo x Ae39 1 1
4 Lombardo x Ae44 3 1
5 MAH4-16 x Ae31 1 0
6 MAH4-16 x Ael8 3 1
7 Rotondo x Ae38 3 0
8 Rotondo x Ae40 1 1
9 Sekret x Ae9 2 0
10 Tomko x Ae87 1 1
11 Tomko x Ael56 2 1
20 6

WNIOSKI

— Zastosowanie techniki ratowania zarodkéow umozliwito zwigkszenie wydajnosci
uzyskiwania mieszancow mi¢dzyrodzajowych.

CEL ZADANIA 4

— Mapowanie asocjacyjne populacji CZR876/01xCZR891/01.
— Analiza populacji 541x84A/2 z wykorzystaniem technologii DArT.
— Potwierdzenie charakteru mieszancowego roslin uzyskanych w roku 2017.
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WYNIKI

Mapowanie asocjacyjne populacji CZR876/01xCZR891/01
— Genotypowanie populacji mapujgcej pozwolito na identyfikacj¢ 10489 markerow

silicoDATT, z ktorych 4632 bylo polimorficzne.

— Mapowanie asocjacyjne pozwolito na identyfikacje 75 markeréw zwigzanych z wyso-
koscig rosliny.
— 9 zasocjowanych markerow zostalo zmapowanych na genetycznej mapie pszenzyta

(Tyrkaiin., 2015).

— Markery pogrupowano w dwa regiony chromosomalne przypisane do chromosomu SR
— Markery pogrupowano w dwa obszary chromosomalne potozone w odlegtosci okoto

11 cM.

Analiza populacji 541x84A/2 z wykorzystaniem technologii DArT

W  wyniku przeprowadzonych analiz uzyskano 37963 markery SilicoDArT
specyficzne dla roslin wezesnych, pdznych oraz o posredniej wezesnosci. W obrebie tych
markerow zidentyfikowano 25 269 markery SNP.

Srednia warto$¢ PIC dla wszystkich analizowanych prob wynosita 0,269. W analizo-
wanej populacji stwierdzono do$¢ wysoki wspotczynnik heterozygotycznosci, ktory
wynosit 0,353. Zwigzane jest z faktem iz analizowana populacja byta populacja F,, czyli
na bardzo wczesnym poziomie zaawansowania hodowlanego.

Potwierdzenie charakteru mieszancowego roslin uzyskanych w roku 2017

W celu potwierdzenia charakteru mieszancowego wykorzystano 30 kombinacji
starterow SRAP. W wigkszosci przypadkéw uzyskano monomorficzne obrazy nie-
umozliwiajagce identyfikacj¢ i potwierdzenia charakteru mieszancowego badanych
genotypoéw. Zidentyfikowano trzy pary starterow, ktore generowaly wysoki poziom
polimorfizmu. Umozliwito to potwierdzenie mieszancowosci wszystkich badanych form.
Para me5+eml4 2  potwierdzita mieszancowo$¢  genotypow  AelS56xTorino,
Ael56xSailor oraz Ae 157xTop. Zidentyfikowano amplikony o wielkosciach 130bp,
490bp i 600bp ktore byly specyficzne dla odmiany Torino i jednocze$nie wystepujace
w mieszancu. Dla odmiany Sailor i mieszanca Ael56xSailor zidentyfikowano produkty
o wielkosci 200bp, 350bp, 420bp. Druga para starterow (me22+eml5) potwierdzita
charakter mieszancowy genotypow Ael52xB124, Ae75xSailor, Ae75xL.169. Produkty
specyficzne dla B124 oraz mieszanca miaty wielko$¢ 210bp, 420bp i 550bp. Dla odmiany
Sailor i mieszanca zidentyfikowano 4 specyficzne amplikony: 150bp, 210bp, 550bp,
900bp. Mieszancowos¢ Ae75%L169 potwierdzita obecnos¢ amplikonow o wielkosci
550bp 1 900bp.

Trzecia para starterow me6_1+em?7 potwierdzita mieszancowos$¢ czterech genotypow.
Mieszaniec o kombinacji Ae74xAstoria potwierdzony zostat amplikonem o wielkosci
350bp, mieszaniec Ae63xFigura amplikonem 550bp. Produkty o wielkosciach 350bp,
550bp, 710bp potwierdzilty mieszancowy charakter kombinacji Ae77*%Lombardo.
Produkty 350bp i 710bp byly roéwniez specyficzne dla genotypu Ael128 x Lombardo.
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W tabeli zaznaczono, ktore produkty wystepuja u matki, ojca i mieszanca. Charakter
mieszancowy potwierdzajg produkty wystepujace u form ojcowskich i mieszanca, a nie
wystepujace u form matecznych.

WNIOSKI

Mapowanie asocjacyjne populacji CZR876/01xCZR891/01

— Mapowanie asocjacyjne przy uzyciu populacji biparentalnej F2 za pomocg markerow
silicoDATT umozliwito identyfikacje 75 markerow zwigzanych z kartfowatoscia QTL
znajdujacg si¢ na chromosomie 5R z genomu pszenzyta.

— Wykorzystanie dostepnej mapy genetycznej pszenzyta zasugerowato 92 dodatkowe
markery, ktore mogg by¢ wartosciowe dla dalszej hodowli.

— Istotne jest sprawdzenie, czy zidentyfikowane QTL (y) sa dominujace lub recesywne,
jezeli majg by¢ stosowane w programach hodowlanych, i czy warto przeksztatcac
zidentyfikowane markery do celow MAS.

— Poziom polimorfizmu uzyskany w badaniach wtasnych jest wystarczajacy dla pewnej
1 wiarygodnej oceny zrdéznicowania genetycznego analizowanych form pszenzyta
0zimego.

Analiza populacji 541x84A/2 z wykorzystaniem technologii DArT

— Poziom polimorfizmu uzyskany w badaniach wtasnych jest wystarczajacy dla pewnej
1 wiarygodnej oceny zrdéznicowania genetycznego analizowanych form pszenzyta
0zimego.

Potwierdzenie charakteru mieszancowego roslin uzyskanych w roku 2017

— Markery SRAP okazaly si¢ przydatne w ocenie charakteru mieszancowego badanych

genotypow.
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Identyfikacja region6w genomu oraz markerow DNA
zwigzanych z heterozja w heksaploidalnym
pszenzycie ozimym

Identification of genome regions and DNA markers associated with heterosis
in hexaploid winter triticale

Stowa kluczowe: DATT, heterozja, markery DNA, pszenzyto, zr6znicowanie genetyczne

1. FENOTYPOWANIE LINII WSOBNYCH ORAZ LINII DH PSZENZYTA

Celem tematu badawczego w roku 2018 byta ocena plonu analizowanych genotypow
pszenzyta w warunkach do$wiadczenia polowego. Analizowane genotypy pszenzyta
wysiane zostaly jesienig w roku 2017 na poletka doswiadczalne o roéwnej powierzchni,
wynoszacej 2 m’ przy gestosci zasiewu wynoszacej 350 ziarniakéw/m”> w celu analizy
plonu uzyskanego z jednostki powierzchni dla kazdego genotypu. Kazdy obiekt wysiano
w dwoch oddalonych od siebie lokalizacjach. W trakcie sezonu wegetacyjnego rosliny
poddawano zabiegom stosowanym typowo w do$wiadczeniach poletkowych. W fazie
dojrzatosci pelnej rosliny zebrano mechanicznie i okreslona zostata masa ziarniakow
uzyskanych z kazdego poletka, ktora nastepnie przeliczona zostata na plon z 1 m®.
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WYNIKI

Dla badanych genotypdéw ozimego pszenzyta heksaploidalnego sredni plon z jednostki
powierzchni (1 m”) w roku 2018 wyniost 0,57 kg/m’. Najnizszy sredni plon uzyskano dla
rodu LD _122/08 (0,18 kg/m®) natomiast najwyzszy dla rodu DC_07063/01 (1,4 kg/m?).

WNIOSKI

— Sredni plon pszenzyta uzyskany w badaniach wyniést 5,7 Mg/ha i byl wyzszy niz
sredni plon uzyskiwany dla tego zboza w warunkach uprawy w Polsce.

— Wynik plonowania uzyskany w drugim roku badan byl nizszy od uzyskanego
w poprzednim sezonie wegetacyjnym, co sugeruje znaczny wplyw warunkow
srodowiska na ceche. Potwierdza to konieczno$¢ uwzglednienia tego czynnika
w szacowaniu efektu heterozji u pszenzyta.

— Analizowane formy pszenzyta charakteryzowaly si¢ bardzo duzym stopniem
zréznicowania pod wzgledem plonowania (od 1,8 do 14 Mg/ha), co potwierdza
wykorzystanie jako material badawczy w projekcie form zrdznicowanych,
charakteryzujacych si¢ zaré6wno niskim, jak i wysokim potencjatem plonowania.

2. GENOTYPOWANIE POPULACIJI MAPUJACYCH RIL

Celem tematu badawczego bylo uzyskanie preparatdw DNA z przeznaczeniem
do analiz technikag DArT dla jednej populacji mapujacej RIL sktadajacych si¢ ze 170
osobnikow, a nastepnie ich wysyltka do firmy Diversity Array Technology Ltd. i analiza
otrzymanych wynikow.

Materiat roslinny w zadaniu stanowita populacja mapujgca rekombinowanych linii
wsobnych (RIL) pszenzyta pokolenia Ss. DNA z przeznaczeniem do analiz technika
DATrT izolowano ze §wiezych lisci badanych roslin. Do izolacji DNA wykorzystano
komercyjny zestaw odczynnikow oparty na oczyszczaniu kwasu nukleinowego na ztozu
w kolumienkach. Wyizolowane preparaty DNA poddane zostaly ocenie jakos$ciowej
iilosciowej za pomocg spektrofotometru NanoDrop 2000, jak réwniez analizie
integralnos$ci przy uzyciu elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym. W kolejnym etapie
wszystkie preparaty DNA doprowadzono do jednakowego st¢zenia 100 ng/ul i przestano
do firmy Diversity Array Technology Ltd. (Canberra) w celu wykonania genotypowania
w oparciu o markery DArT.

WYNIKI

W wyniku realizacji zadania dokonano przeksztalcenia surowego zestawu danych
otrzymanych z Diversity Arrays Technology do postaci usystematyzowanego pliku
wsadowego, umozliwiajagcego wykonanie procedury mapowania z wykorzystaniem
dedykowanego oprogramowania. W wyniku przeprowadzonych analiz uzyskano 22 018
markerow silicoDArT specyficznych dla poszczegdlnych genotypow populacji S¢
pszenzyta. W obrebie tych markeréw zidentyfikowano 6 228 markeréw SNP.
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Srednia warto$é PIC dla wszystkich analizowanych prob wynosita 0,402, natomiast
warto$¢ wspolczynnika heterozygotycznosci wyniosta 0,112.

WNIOSKI

— Poziom polimorfizmu uzyskany w badaniach wtasnych jest wystarczajacy dla pewnej
1 wiarygodnej oceny zrdznicowania genetycznego analizowanych form pszenzyta
0zimego.

— Wspotczynnik heterozygotycznosci uzyskany w wyniku genotypowania technikg
DATrT dla populacji rekombinowanych linii wsobnych cechuje si¢ relatywnie niska
warto$cig w porownaniu z populacjg materiatdw hodowlanych, co byto obserwacja
oczekiwang.

3. KRZYZOWANIE WYBRANYCH GENOTYPOW, OCENA MIESZANCOW F,
I OSZACOWANIE EFEKTU HETEROZJI.

Celem tematu badawczego w roku 2018 byla ocena plonowania mieszancow F,
uzyskanych w roku 2017 na drodze krzyzowania ze sobg genotypoéw charakteryzujacych
si¢ najwickszym zroéznicowaniem genetycznym, oszacowanym na podstawie analizy
marker6w DNA zlokalizowanych na poszczegdlnych chromosomach pszenzyta oraz
oszacowanie efektu heterozji.

Badane mieszance oraz odpowiednie formy rodzicielskie wysiano na poletka
do$wiadczalne o powierzchni 1 m* przy gestosci wysiewu 350 ziarniakéw/m’. Doswiad-
czenie polowe zatozono w gospodarstwie doswiadczalnym Felin Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. Efekt heterozji zostat oszacowany na podstawie oceny plonu
z jednostki powierzchni, ktéra zostata wykonana w warunkach doswiadczenia polowego.
Plon mieszancéw F; oceniano zar6wno w poroéwnaniu ze srednig wartoscia dla obu form
rodzicielskich (mid-parent, MPH), jak rowniez wzgledem formy rodzicielskiej o lepszych
parametrach (best-parent, BPH). Warto$ci wspotczynnikow MPH oraz BPH wyrazono
w formie procentowej wykorzystujac nastgpujace formuty:

MPH =~ P 100%
“Twmp U

BrH = 5% 4 1000
~—pp 100
gdzie:

MPH — efekt heterozji mid-parent,

MP — éredni plon obu form rodzicielskich,

BPH — efekt heterozji best-parent,

BP — plon form rodzicielskich o wyzszym plonowaniu.
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WYNIKI

Wartosci wspotczynnika MPH dla badanych form wahaty si¢ w zakresie od -28%
do +129% przy zastosowaniu do projektowania formuty krzyzowania markerow o réznej
lokalizacji chromosomowej. Dla efektu BPH wartosci te wyniosly odpowiednio -38%
i+111%. Dodatkowo uzyskane wyniki poréwnano z wynikiem uzyskanym przy
wykorzystaniu do szacowania dystansu genetycznego ogélnej puli markerowej,
niezaleznie od lokalizacji chromosomowej i wykazano, ze wybor form w oparciu
0 0golng pule markeréw nie pozwolil w przeprowadzonym doswiadczeniu na uzyskanie
efektu heterozji.

WNIOSKI

— Wspolczynniki MPH i BPH uzyskane dla mieszancéw F; analizowanych w ramach
projektu byly znacznie wyzsze, niz prezentowane w publikacjach. Najbardziej
prawdopodobna przyczyna tej roznicy jest wykonanie do§wiadczenia w pojedynczym
roku na poletkach o relatywnie niewielkiej powierzchni.

— Analiza oparta na markerach lokalizujacych si¢ na konkretnych chromosomach
pszenzyta pozwala na duzo bardziej precyzyjng predykcje wystgpienia zjawiska
heterozji w pokoleniu F; w poréwnaniu z 0g6lng pulg markerowa.

4. ANALIZY TAKSONOMICZNE W OPARCIU O PULE MARKEROWE I WYBOR
GENOTYPOW DO KRZYZOWAN.

Celem tematu badawczego bylo zaplanowanie drugiej serii krzyzowan
z wykorzystaniem drugiego zestawu niezaleznie otrzymanych form mieszancowych.

Dane odnosnie efektu heterozji uzyskane w wyniku realizacji zadania 3 zostalty
zestawione z danymi analizy hierarchicznej. Analiz¢ ta wykonano w oparciu o markery
DNA lokalizujgce si¢ na poszczegolnych chromosomach pszenzyta. Na podstawie
markerow DNA, analizowanych oddzielnie dla kazdego z 21 chromosomoéw, oceniono
podobienstwo genetyczne analizowanych form pszenzyta. W oparciu o analize
porOwnawczg wytypowano te grupy markerow, ktorych wykorzystanie umozliwito
uzyskanie mieszancow o najwyzszym plonie. Rownolegle zgrupowano markery
lokalizujace si¢ na tych chromosomach, ktore daty najgorsze wyniki. W ramach realizacji
ponownie przeprowadzona analiz¢ statystyczng i na jej podstawie wytypowano nowe
formuty krzyzowan.

WYNIKI

Uzyskane warto$ci wspotczynnika maksymalnego dystansu genetycznego stanowily
podstawe do wyboru komponentow rodzicielskich do krzyzowan. Wybrano po jednej
parze genotypow skrajnych, ktére charakteryzowaly si¢ najwickszym zréznicowaniem
genetycznym w obregbie poszczegdlnych chromosomow i przeznaczono je na formy
rodzicielskie do krzyzowania (tab. 1).
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Tabela 1
Formuly krzyzowan zaplanowanych celem uzyskania drugiego zestawu mieszancéw F; do oszacowania
efektu heterozji

Lp. | Chromosom | Kombinacja krzyzowkowa

1 1A DC 07064-16 xBOH_2207-3
2 1B DL 678/12 xDANKO _12

3 IR cD 175/08 xDS_4211/11

4 2A L-203 xDL 643/09

5 2B B-210 xDANKO 11

6 2R DL 593/07 x DD_333/09

7 3A B-262 x L-205

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 SA DL 26/13 x BOH_2039-2
14 5B DC_07063/03 xDS_4211/11
15 5R CT 08006/12 xL-207

16 6A BOH_1684-2 xLAD 21/11
17 6B DC_08220-4 xDANKO 8
18 6R B-263 xCT 10104-74

19 TA BOH_2039-2 x CT 08221/08
20 7B B-47 xDL_593/11

21 7R DC 07004-4 xDD 293/11

WNIOSKI

— Powtodrzenie analizy potwierdzito, Zze lokalizacja chromosomowa markeréw DArTseq
wplywa na uzyskiwane wartosci wspotczynnikow dystansu genetycznego pszenzyta.
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Analiza zmiennos$ci epigenetycznej indukowane;j
stresem suszy oraz ocena jej stabilnosci
transgeneracyjnej w aspekcie tolerancji jeczmienia
na stres niedoboru wody

The analysis of the epigenetic diversity induced by drought stress and the
assessment of its transgenerational stability with respect to the drought stress
tolerance in barley

Stowa kluczowe: epigenetyka, jeczmien, NGS, stres, susza, zmienno$¢ transgeneracyjna

Metylacja cytozyny jest modyfikacja DNA odgrywajaca istotng role w regulacji
ekspresji gendw. Calosciowy profil metylacji cytozyny w genomie, okre§lany jako
metylom DNA, moze ulega¢ zmianom o charakterze dziedzicznym lub niedziedzicznym,
okreslanym zbiorczo jako zmiany epigenetyczne w DNA. Indukowane czynnikami
stresowymi zmiany epigenetyczne, a w Konsekwencji zmiany w aktywnosci
transkrypcyjnej gendéw, odgrywaja istotng rol¢ w procesie odpowiedzi ro$lin na nie-
korzystne warunki srodowiskowe. Dlugoterminowym celem wieloletniego projektu jest
weryfikacja hipotezy zakladajgcej, ze zmiany w metylacji DNA, indukowane podczas
stresu suszy, mogg mie¢ pozytywng wartos¢ adaptacyjng. W zwigzku z tym zaktada sig¢
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rowniez, ze indukcja nowych, korzystnych epialleli moze by¢ cennym narz¢dziem
stosowanym w hodowli roslin.
W roku 2018 realizowano dwa tematy badawcze.

TEMAT BADAWCZY 1

Globalne analizy transkryptomu roslin pokolenia EPI3, ktére sa potomstwem
roslin EPI2 wyprowadzonych w warunkach kontrolowanego eksperymentu
polowego w roku 2016, oraz analizy poréwnawcze transkryptoméw pomiedzy
wyprowadzonymi populacjami roslin

CEL

Podstawowym celem realizacji tematu badawczego 1 bylo uzyskanie globalnych
profili transkryptomicznych roslin pokolenia EPI3, ktore sa potomstwem 6 populacji
roslin EPI2 wyprowadzonych w warunkach kontrolowanego eksperymentu polowego w
roku 2016.

MATERIAL I METODY

Materiat badan stanowily rosliny jeczmienia jarego odmiany ‘Karat’ pokolenia EPI;
bedace potomstwem 6 populacji roslin pokolenia EPI, wyprowadzonych w roku 2016.
Rosliny hodowano w kontrolowanych warunkach szklarni WBiOS, w warunkach
identycznych jak w roku 2015. W celu analizy transkryptomu badanych roslin,
postepowano identycznie jak w poprzednich latach prowadzenia analiz RNA-Seq.
Analiza RNA-Seq przeprowadzona zostata na matrycy mRNA oczyszczonego z frakcji
rRNA i tRNA metoda deplecji z uzyciem bibliotek anty-rRNA i anty-tRNA. Gotowe
biblioteki potaczono w réwnomolowych ilosciach, po 6 probek, a nastgpnie
przeprowadzono generowanie klastrow i zsekwencjonowano je w trybie sparowanych
koncéw (PE) 2 x 76 pz, w Centrum Analiz Genomowych Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku, z wykorzystaniem sekwenatora NGS HiSeq 4000 firmy Illumina. Na
jednej sciezce zsekwencjonowano 6 prob RNA-Seq.

Jako$¢ uzyskanych danych sekwencyjnych byla oceniana przed analizg oraz
po kazdym z jej etapéw, za pomocg narzedzia FastQC (Babraham Institute, Cambridge,
Wielka Brytania). W zwiazku z wysoka jako$cig uzyskanych odczytow, zostaty one
poddane jedynie tagodnemu przycigciu i filtrowaniu. Odczyty zmapowano do genomu
referencyjnego jeczmienia (ASM32608v1.31 — Ensembl Plants) za pomocg narzgdzia
STAR umozliwiajagcego mapowanie z przerwami. Za pomocg wbudowanej opcji zliczano
ilosci odczytow mapujacych si¢ unikalnie do okre§lonych genow. Zliczenia odczytow
zostaly znormalizowane za pomocg algorytmu narzedzia DESeq2. Analiza roznic
w ekspresji gend6w pomigdzy probami, byta wykonywana rowniez za pomocg narzgdzia
DESeq2. Dalsza analize uzyskanych danych prowadzono z wykorzystaniem szeregu
dedykowanych pakietow w srodowisku R.
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WYNIKI

Przeprowadzono eksperyment zwigzany ze wzrostem opisanych powyzej grup roslin
w kontrolnych warunkach szklarniowych. Podczas eksperymentu kontrolowano warunki
wilgotnosciowe gleby w celu utrzymania stalego poziomu wilgotnosci wagowej gleby.
Warunki eksperymentu (gleba, wilgotnos¢ gleby, temperatura i o$wietlenie w szklarni
oraz pora roku) byly identyczne jak w latach poprzednich kompleksowego projektu, co
gwarantuje mozliwo$¢ pordwnania stanu transkryptomu analizowanych roslin miedzy
pokoleniami.

WNIOSKI

Przeprowadzone analizy jakosci i iloSci przygotowanych bibliotek potwierdzity
poprawne przygotowanie prob do analiz metodg RNA-Seq. Analizy bioinformatyczne
wykazaty, ze uzyskane wyniki umozliwiajg doktadng analiz¢ transkryptoméw badanych
ros§lin. Podczas przeprowadzonych analiz zyskano wysoki poziom unikalnie zmapo-
wanych odczytow w obrebie wszystkich prob. Nastepnie, wyniki przeprowadzonych
badan analizowano tgcznie z innymi wynikami w ramach tematu badawczego 2.

TEMAT BADAWCZY 2

Wielowymiarowe analizy bioinformatyczne i statystyczne danych uzyskanych
w toku realizacji projektu w latach 2014-2018

CEL

Celem tematu badawczego 2 byla pelna, wielowymiarowa charakterystyka zmian
w transkryptomie i metylomie ro$lin jeczmienia pokolenia EPI3 w stosunku do pokolen
poprzednich oraz pokolenia wyjsciowego EPIO, charakterystyka oraz ocena
odziedziczalnosci epialleli indukowanych w trakcie realizacji projektu w uktadzie
kumulacyjnym (EPIO, EPI1, EPI2) w odniesieniu do epitypu wyjsciowego EPIO oraz,
w konsekwencji, okreslenie mozliwosci wykorzystania indukowanej zmiennosci
epigenetycznej w pracach hodowlanych roslin zbozowych oraz jej pelna charakterystyka
molekularna i ocena wptywu na fenotyp.

MATERIAL I METODY

Material analiz stanowily wszystkie wyniki oraz surowe dane pochodzace z analiz
molekularnych 1 fenotypowych, uzyskanych w latach 2014-2018. Na podstawie
zebranych danych przeprowadzone zostaly ponownie analizy poréwnawcze ekspresji
genOéw oraz analizy poréwnawcze profili metylacyjnych roslin pokolen EPIO-EPI3.
Ponadto, przeprowadzono analizy oceny wptywu zmienno$ci metylacyjnej na zmien-
no$¢ transkryptomiczng, a takze analizy koncepcyjne wplywu zmiennosci
transkryptomu na szlaki metaboliczne i fizjologi¢ roslin, przejawiajace si¢ w zmia-
nach fenotypu/plonu ros$lin.
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WYNIKI

W przeprowadzonych analizach wykazano, ze dos§wiadczanie stresu suszy w stadium
mejozy ale tez w stadium siewki indukuje szereg zmian w poziomie ekspresji genow.
Aby okresli¢ stopien odziedziczalno$ci wyindukowanych stresem niedoboru wody profili
ekspresyjnych, przeprowadzono szereg analiz w wielu ukladach poréwnawczych.
Wytypowano szereg gendéw zaangazowanych w kluczowe procesy odpowiedzi na wa-
runki niedoboru wody w glebie, jednakze odpowiedz na obydwa rodzaje suszy byla
zroznicowana. Kompleksowe analizy poréwnawcze kilku pokolen roslin badanych
podczas catego projektu umozliwily jednak wyciagniecie znacznie istotniejszych
wnioskow. Co szczegdlnie interesujace, wykazano, ze pewna czes¢ gendow wykazujacych
zmieniony profil ekspresji pod wplywem stresu suszy, wykazywata jego odziedziczalno$¢
w kolejnym pokoleniu — w szczegdlnosci w przypadku roslin doswiadczajgcych suszy
w stadium mejozy. W takim przypadku, odziedziczalno§¢ profilu ekspres;ji
charakterystycznego dla odpowiedzi na stres, powodowa¢ moze z zatozenia przygoto-
wanie na wystgpienie tego stresu u roslin kolejnego pokolenia, a tym samym potencjalnie
wigkszg tolerancj¢ na stres w momencie jego wystapienia. Co ciekawe, przeprowadzone
analizy wykazaly, ze wzrost kolejnych pokolen ros§lin w optymalnych warunkach
nawodnienia nie powoduje istotnego powrotu profili ekspresyjnych do stanu z poczatku
eksperymentu (przed zadaniem jakiegokolwiek stresu).

W konsekwencji wytypowano pulg genow, ktorych profil ekspresji jest stabilnie
przekazywany w kolejnych pokoleniach, mimo braku czynnika indukujgcego w postaci
stresu niedoboru wody. Analizy ontologii zidentyfikowanych gendow umozliwilty
charakterystyke procesoéw, ktore regulowane sg przez te geny. Wykazano, Zze geny
0 obnizonym lub podwyzszonym profilu ekspresji u wszystkich roslin analizowanych
w latach 2015-2018 w stosunku do roslin kontrolnych z 2014 roku zaangazowane sg
gléwnie w transport transmembranowy 1 transport komérkowy jonéw oraz metabolizm
thuszczow. Procesy te zwigzane sg z adaptacja do warunkéw niedoboru wody, w zwigzku
z czym mozliwe jest stwierdzenie, ze zaobserwowana stabilna indukcja zmian w ekspresji
gendw moze pozytywnie wplywaé na adaptacje do warunkéw stresu w kolejnych
pokoleniach roslin, a tym samym zwicksza¢ ich produktywnos¢ w stosunku do roSlin,
u ktorych taka indukcja nie wystapita.

WNIOSKI

Przeprowadzona analiza zmian w metylomach roslin wyprowadzanych w kolejnych
latach kilkuletniego projektu, umozliwita identyfikacje regionow genomowych
podlegajacych zréznicowanej metylacji. Wykazano, ze najwigksza liczba zmian
wystgpita w potomstwie ro$lin, ktére w roku 2014 i 2015 wzrastaly w warunkach
kontrolnych a w roku 2016 przeszly susza polowa, w stosunku do ro$lin ktére w kazdym
eksperymencie wzrastaly w warunkach kontrolnych, oraz w potomstwie roslin, ktdre
wroku 2014 i 2015 przeszly suszg pozng a w roku 2016 wzrastalty w warunkach
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kontrolnych, w stosunku do roslin ktore w kazdym eksperymencie wzrastaly w warun-
kach kontrolnych.

Analiza funkcji genow, w ktérych zaszlo najwigcej odziedziczalnych zmian
metylacyjnych wyindukowanych stresem niedoboru wody, wskazuje na istotny udziat
indukowanych zmian metylacyjnych w regulacji procesow epigenetycznych zwigzanych
z modyfikacjami histonow, oraz procesami regulacji ekspresji gendw na drodze miRNA.
Jest to niezwykle cickawa i oryginalna obserwacja, poniewaz sugeruje wplyw
wyindukowanych zmian w metylomie na stabilizacj¢ zmian transkryptomicznych.

Geny, ktorych profile ekspresji i/lub metylacji podlegaja stabilnej transmisji
mig¢dzypokoleniowej moga leze¢ u podstaw procesow adaptacyjnych do warunkoéw
stresu. Bioragc pod uwage wyniki analiz fenotypowych ro$lin poddanych réznym
kombinacjom traktowan w kolejnych pokoleniach oraz stabilno$ci transgeneracyjnej
zmian wyindukowanych stresem niedoboru wody, ktore wskazujg na stabilny charakter
takich zmian, wydaje si¢, ze wykorzystanie materialu siewnego roslin, ktore
doswiadczyty stresu niedoboru wody, szczegélnie w stadium kloszenia/mejozy, moze
mie¢ korzystny efekt dla plonu roslin w kolejnym pokoleniu a cecha ta moze mieé
charakter stabilny. Wykazano, ze u podstaw tego procesu moze leze¢ indukcja zmian
w poziomie ekspresji kluczowych genow warunkowana czesciowo — cho¢ na niewielka
skale — modyfikacjami epigenetycznymi.

WNIOSKI KONCOWE

Biorgc pod uwage wyniki analiz fenotypowych roslin poddanych réznym
kombinacjom traktowan w kolejnych pokoleniach oraz stabilno$ci transgeneracyjnej
zmian wyindukowanych stresem niedoboru wody, ktére wskazuja na stabilny charakter
takich zmian, wydaje si¢, ze wykorzystanie materialu siewnego roslin, ktore
doswiadczyly stresu niedoboru wody, szczegdlnie w stadium kloszenia/mejozy, moze
mie¢ korzystny efekt dla plonu roslin w kolejnym pokoleniu a cecha ta moze miec
charakter stabilny. Wykazano, ze u podstaw tego procesu moze leze¢ indukcja zmian w
poziomie ekspresji kluczowych gendéw warunkowana czgsciowo — cho¢ na niewielka
skale — modyfikacjami epigenetycznymi. W konsekwencji wydaje uzasadnione
stwierdzenie, ze zmienno$¢ epigenetyczna moze by¢ wykorzystywana do generowania
linii o korzystnych agronomicznie cechach, a jej wykorzystanie moze znalezé
zastosowanie w programach hodowlanych.
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Wspotdziatanie odpornosci na maczniaka (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

Stowa kluczowe: Blumeria graminis f.sp. hordei, gen mlo, jgczmien ozimy, maczniak prawdziwy

Straty w plonie jgczmienia jarego i ozimego powodowane przez maczniaka
prawdziwego si¢gaja 30%. Recesywny gen mlo warunkuje odporno$¢ form jarych
na wszystkie znane dotychczas patotypy Blumeria graminis f.sp. hordei, sprawcy
maczniaka prawdziwego (Czembor i in., 2016). Brak jest komercyjnych odmian
jeczmienia ozimego, ktorych odpornos¢ na maczniaka prawdziwego jest warunkowana
tym genem. Do badan wykorzystano linie jeczmienia ozimego: 6-rzgdowa BKH 5735
oraz 2-rzedowa: RAH 22, jako donory odpornosci na mgczniaka warunkowanej genem
mlo pochodzacym z form jarych. Jako biorcéw genu mlo wykorzystano dwie 2-rzedowe
idwie 6-rzedowe elitarne odmiany j¢czmienia ozimego zarejestrowane w Polsce,
o wysokiej wartosci cech gospodarczych, lecz podatne na patotypy maczniaka
prawdziwego wirulentne w stosunku do genéw Ml St, 1-B-53 i innych gendéw obecnych
w nowszych odmianach jeczmienia jarego i ozimego.

Cele szczegotowe realizowane w roku 2018 to: (1) ocena linii pokolenia FsBC,
homozygotycznych dla genu mlo oraz wybor i rozmnozenie do dalszych badan sublinii
F¢BC,na podstawie ocen waznych pod wzgledem gospodarczym cech, w tym odpornosci
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na choroby i potencjalu plonowania, (2) ocena plonowania i odporno$ci na wazne
choroby linii FsBC, wybranych na podstawie oceny pod katem odpornosci na choroby
oraz o korzystnych cechach gospodarczych w warunkach polowych (3) okreslenie
obecnosci genu mlo dla 1000 roslin F¢BC,, reprezentujacych 100-150 linii
wytypowanych do badan i reselekcji w warunkach polowych, na podstawie oceny
fenotypowej w warunkach kontrolowanych i molekularne;.

W warunkach polowych oceniono wielosrodowiskowo 200 linii wyprowadzonych
z siewek pojedynczych roslin nalezacych do 4 populacji mieszancowych o genotypie
mlomlo pokolenia FsBC, jeczmienia ozimego (po okoto 50 linii na populacje).
Homozygotyczno$¢ genotypu mlomlo okreSlona zostata testem fitopatologicznym
i markerami molekularnymi w roku poprzednim. W okresie wegetacji wykonane zostaty
oceny cech: stan roslin przed zima, stan po zimie, odpornos¢ na choroby, wczesnosé¢
1 wysoko$¢ (zgodnie z metodyka COBORU). Nie stwierdzono duzego nasilenia
maczniaka prawdziwego, a odporno$¢ wszystkich 200 linii i 4 form rodzicielskich
oceniono w zakresie 7-9. Znacznie wigksze zroznicowanie stwierdzono dla rdzy
kartlowej. W obrgbie populacji (Souleyka x BKH 735) X Souleyka oraz (Linia 42 x
Metaxa) x Metaxa mozna bylo wydzieli¢ kilka obiektow, ktorych porazenie w Wiatrowie
i Szelejewie oceniono na 4 (Sredni stopien porazenia dla tych populacji wahat si¢
w zakresie 6,1-6,5). Linie nalezace do populacji (Titus x BKH 735) x Titus byly
w mniejszym stopniu porazone rdzg karlowg w stosunku do pozostatych populacji
($rednia powyzej 7,0 we wszystkich lokalizacjach). Natomiast byty one bardziej podatne
na rynchosporioze (zakres ocen 3,0-9,0; $rednie porazenie w zaleznosci od lokalizacji
6,7-7,8). W zadnej z lokalizacji nie stwierdzono duzego nasilenia zo6ttej kartowatosci
jeczmienia.

Dodatkowo, w warunkach polowych oceniono 490 siewek nalezacych do 4 po-
pulacji mieszancowych pokolen FsBC, jeczmienia ozimego w genomie, ktérych w
roku poprzednim potwierdzono fenotypowo i molekularnie obecnos$¢ genu mlo a 200
z nich wytypowano do dalszych badan wielosrodowiskowych i rozmnozono (po ok.
50 na populacje).

Do do$wiadczen poletkowych prowadzonych jedno srodowiskowo, ktorych celem
byla ocena plonowania i odpornosci na wazne choroby, wilaczono 35 linii FsBC,
jeczmienia ozimego, o genomie mlomlo. Uklad do$wiadczen: doswiadczenie
4-powtorzeniowe; poletka 10 m> do zbioru. W okresie wegetacji wykonano oceny (wg
metodyki COBORU): stan roslin przed zimg i po zimie, porazenie przez choroby:
maczniak prawdziwy, rdza kartowa, zo6lta kartowato$¢ jeczmienia, rynchosporioza oraz
termin kloszenia, wysoko$¢ roslin i plon. Na podstawie analiz statystycznych
wykonanych za pomoca programu ADOWBLOK-(TP) wykazano istotne zrdéznicowanie
pomiedzy badanymi liniami w obrebie kazdej populacji, oraz wskazano linie plonujace
powyzej odmian wzorcowych i wytypowano je do dalszych badan wielosrodowiskowych.
Lacznie wytypowano 9 linii 6-rzedowych i 7 2-rzgdowych.

Do badan prowadzonych w warunkach kontrolowanych, majacych na celu reselekcje
pokolenia F¢BC, pod katem obecnosci genu wiaczono 1000 roslin FsBC,. W stadium
pierwszego lisci rosliny zostaly zakazone izolatem Bgh 27 i po 8 dniach ocenione w pod
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wzgledem reakcji na infekcj¢ w skali: 0(4)—4, gdzie 0(4) oznacza odporno$¢ typu Mlo
14 — podatno$¢. Probki drugiego liscia zostaty wykorzystane do analiz molekularnych,
ktére prowadzono z wykorzystaniem dwoch markeréw HVMIol oraz HVMIo3. Marker
HVMlol okazat si¢ mniej efektywny poniewaz czgsto nie wykazywat polimorfizmu.
Jednak analizy prowadzone z wykorzystaniem tego markera pozwolity rowniez wskaza¢
genotypy z genem mlo, ktdre na podstawie analiz prowadzonych z wykorzystaniem
markera HVMIo3 wilaczono do grupy roslin o niezidentyfikowanym profilu Iub do grupy
ro§lin o profilu heterogenicznym. Testy fitopatologiczne rowniez potwierdzaty jego
obecnos¢.

Liczba obiektow wytypowanych do dalszych badan na podstawie wynikoéw testu
fitopatologicznego i analiz molekularnych to: formy sze$ciorzedowe (Souleyka x BKH
735) x Souleyka — 194 linii; Titus x BKH 735) % Titus — 185 linii, formy dwurzgdowe
(Linia 42 x SU Vireni) x SU Virerni — 207 linii, (Linia 42 x Metaxa) x Metaxa —
250 linii. Zostang ocenione pod wzglgdem odporno$ci na choroby w warunkach
polowych, a200 rozmnozone w kolejnym roku badan. Prowadzenie réwnoczesnej
selekcji metodami molekularnymi i na podstawie testow fitopatologicznych w obrebie
populacji  mieszancowych  zwigksza  skuteczno$¢  trafnego  wyboru  roslin
homozygotycznych o odpornosci typu Mlo (Czembor i in., 2016). Linie, ktore zostaty
wytypowane do dalszych badan na podstawie ocen odporno$ci na wazne gospodarczo
choroby oraz plonowania nasiennego ocenione na poziomie odmian wzorcowych lub by¢
wlaczone rowniez do programéw hodowlanych.
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Badania nad wplywem brasinosteroidow na tolerancje
roslin jgczmienia na stres niedoboru wody

Research on influence of brassinosteroids on tolerance of barley plants
to drought stress

Stowa kluczowe: brasinosteroidy, jeczmien, susza

CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

Jako$¢ 1 wysokos¢ plonu roslin zbozowych determinowana jest w znacznym stopniu
przez warunki klimatyczne. Czgstotliwos¢ i1 nasilenie susz w Polsce w ostatnich latach
stanowig coraz istotniejszy problem w wymiarze ogdlnogospodarczym i $rodowiskowym.
Susza wystepujaca w wegetatywnej fazie rozwoju roslin obniza liczbe wschodzacych
roslin oraz powoduje silne hamowanie wzrostu siewek. Do szczegdlnie duzych strat w
plonie moze réwniez prowadzi¢ wystapienie suszy w okresie krytycznym, ktéry u zboz
wystepuje w fazie ktoszenia.

Brasinosteroidy (BR) s3 sterolowymi fitohormonami, wykazujagcymi wysoka
aktywnos$¢ w regulowaniu wzrostu i rozwoju roslin. Defekty w procesach biosyntezy
i szlaku transdukcji sygnatu BR prowadza do wystapienia zmian w pokroju ro$lin, w tym
nizszego wzrostu. Nizszy, potkartowy wzrost roslin zbozowych przy zachowaniu peinej
ptodnosci jest pozadang cecha hodowlang, gdyz zmniejsza podatnos¢ roslin na wyleganie
w niekorzystnych warunkach polowych, co umozliwia stosowanie wyzszych dawek
nawozow, a tym samym zwyzke plonéw. Badania z zakresu genomiki funkcjonalnej,
dotyczace metabolizmu BR, prowadzone byly w najwickszym stopniu na gatunku
modelowym — rzodkiewniku pospolitym (Arabidopsis thaliana). Doprowadzily one
do identyfikacji szeregu gendow uczestniczgcych w tym procesie. Molekularne podstawy
metabolizmu BR sg jednak stabo poznane w przypadku roslin uprawnych, w tym zboz.
Co wigcej, przed rozpoczgciem projektu brak byto danych na temat reakcji potkartowych
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form jeczmienia, cechujacych si¢ zaburzeniami metabolizmu BR, na stres niedoboru

wody. Biorac pod uwage funkcje BR oraz istotne znaczenie potkartowych form zbdz

dla rolnictwa, realizacja tematyki badawczej w tym zakresie jest kluczowa zarowno
dla badan podstawowych, jak i potencjalnego wykorzystania rezultatow w hodowli
jeczmienia.

Cele prowadzonych badan obejmowaty:

— identyfikacj¢ i analiz¢ funkcjonalng gendéw HvCPD oraz HvDIMI j¢czmienia
zwigzanych z biosynteza BR oraz charakterystyke mutantow cechujacych sie¢
zaburzeniami w tym procesie,

— okreslenie reakcji potkarfowych mutantow brasinosteroidowych jgczmienia na stres
niedoboru wody w r6znych fazach rozwoju roslin,

— okreslenie wplywu zaburzen metabolizmu BR na przebieg kluczowych procesow
fizjologicznych, w tym: fotosyntezy, wymiany gazowej, homeostazy BR oraz innych
fitohormownow oraz akumulacji nieenzymatycznych antyoksydantow w warunkach
optymalnego nawodnienia oraz stresu niedoboru wody,

— analizy iloSciowe 1 jakoSciowe (sktadu chemicznego) plonu mutantéw brasino-
steroidowych uzyskanego w warunkach optymalnego nawodnienia oraz stresu
niedoboru wody.

OPIS WYNIKOW

W przypadku genu HvCPD wykazano, ze przewidywanym miejscem jego lokalizacji
jest rejon centromerowy chromosomu SH. Zastosowanie metod biologii molekularnej
umozliwito identyfikacj¢ pelnej sekwencji genomowej o gcznej dtugosci 2869 pz. Gen
HvCPD zbudowany jest z siedmiu eksonéw rozdzielonych intronami o zréznicowanej
dlugosci. Sekwencjonowanie genu HvCPD umozliwito identyfikacj¢ mutacji
w przypadku linii BWO084 (brhi3.p) oraz BWO089 (bril8.ac). Strukturg¢ genu HvCPD
oraz zidentyfikowane mutacje przedstawiono na rys. 1A. Oba aminokwasy, Pro-445 oraz
Pro-479, ktore ulegly zmianie w wyniku zidentyfikowanych mutacji sa wysoce
konserwowane wsrod homologicznych polipeptydéw pochodzacych zarowno z gatunkoéw
jedno- jak i dwuli$ciennych (Dockter i in., 2014).

Kolejnym genem poddanym analizie funkcjonalnej byl HvDIMI. Przeprowadzone
analizy wykazaty, ze gen HvDIM] jest zlokalizowany w telomerowej czgsci dlugiego
ramienia chromosomu 7H. Gen HvDIMI zbudowany jest z trzech eksonow, a jego taczna
dlugos¢ to 4101 pz. Sekwencjonowanie genu HvDIMI umozliwito zidentyfikowanie
mutacji w nastepujacych liniach: BWO053 (ari-0.40), BW072 (brh.af), BWO08S (brhi4.q),
BWO087 (brhi6.v), BW325 (ert-u.56) oraz BW333 (ert-zd.159). Strukture genu HvDIM1
oraz zidentyfikowane mutacje przedstawiono na rys. 1B. Aminokwasy, ktore ulegly
zmianie w wyniku zidentyfikowanych mutacji w genie HvDIMI s3a wysoce
konserwowane wsrod homologicznych polipeptydéw pochodzacych zarowno z gatunkoéw
jedno- jak i dwulisciennych, co $wiadczy o istotnej roli tych aminokwaséow w formo-
waniu struktury trzeciorzgdowej polipeptydu HvDIMI1, a tym samym w funkcji
katalitycznej tego enzymu (Dockter i in., 2014). Potwierdzeniem funkcji enzymow
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HvCPD oraz HvDIM1 byta analiza stezenia endogennego kastasteronu, jako koncowego
produktu biosyntezy BR u linii ze zidentyfikowanymi mutacjami w analizowanych
genach oraz odmiany ‘Bowman’, jako genotypu referencyjnego. U linii niosacych
mutacje w genach HvCPD oraz HvDIMI odnotowano znaczace obnizenie st¢zenia
kastasteronu, co potwierdza funkcje zidentyfikowanych genéw i jednocze$nie wskazuje
genetyczne podloze fenotypu badanych mutantow (Dockter i in., 2014).

brh13.p  brh18.ac
A Hv-cPD C2562T  C2807T
(Pro445Leu)  (Pro479Ser)
= I
E1 E2 E3 E4 ES5 E6 E7:
bp 1 bp 2869
ari-0.40/-0.43/-0.143
B Hv-DIM T3185A
ert-zd.159 brh14.q (Trp345Arg) brh16.v
A2544T C2642T C3937A
(Glu131 Val( SLeu 164Phe) | (Arg508 frameshif‘ & *)
— ] {
E1 E2 E3
bp1 bp247 bp 4101

snnnnnnnnnnnngrt-u56 AE1
SN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN EEEEEEEEN

brh.af AHv-DIM

Rys. 1. Struktura zidentyfikowanych genéw HvCPD oraz HvDIM1 wraz z pozycjami mutacji oraz ich
wplywem na sekwencje kodowanych polipeptydéw (w nawiasach) (Dockter i in., 2014)

Przeprowadzone analizy wykazaly, Zze zaburzenia metabolizmu BR u badanych
mutantow nie wptywaja na sprawno$¢ fotosystemu II. Nie stwierdzono réwniez istotnych
réznic w zawartosci barwnikoéw fotosyntetycznych wsréd wszystkich analizowanych
genotypow. Podczas prowadzonych obserwacji stwierdzono, ze w reakcji na stres
niedoboru wody ro$liny mutantow BR wykazywatly opdzniony moment wigdnigcia
i dluzej utrzymywatly turgor w poréwnaniu z roslinami odmiany ‘Bowman’. Opo6zniony
moment wiednigcia moze by¢ spowodowany potkarfowym fenotypem tych mutantow
1 mniejszg warto$cig biomasy cze$ci nadziemnych tych form, co wigze si¢ z mniejszym
zapotrzebowaniem na wod¢ w warunkach jej niedoboru, w poréwnaniu z roslinami
odmiany ‘Bowman’ (Gruszka i in., 2016). Nalezy rowniez podkresli¢, ze w odroznieniu
od roslin odmiany ‘Bowman’, u ro$lin analizowanych mutantow BR nie odnotowano
obnizenia aktywnos$ci Rubisco pod wptywem stresu suszy.

Analiza akumulacji endogennych BR wykazala, ze w odpowiedzi na stres niedoboru
wody stezenie kastasteronu (najbardziej aktywnej biologicznie formy BR u jedno-
lisciennych) ulegto znaczacemu zwickszeniu u wszystkich analizowanych genotypow,
jednak efekt ten byl najbardziej znaczacy w przypadku mutantéw niewrazliwych na BR.
Ten wynik wskazuje, ze kastasteron pehni role¢ w regulacji odpowiedzi roslin jeczmienia
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na stres niedoboru wody (Gruszka i in., 2016). Analiza profilu akumulacji biologicznie
aktywnej formy giberelin, GA,, wykazala, ze w warunkach kontrolnych mutanty BR
zawieraly znaczaco obnizone koncentracje tego zwiazku (ok. 14%—46% wartoSci
odnotowanej u odmiany ‘Bowman’). Stres niedoboru wody spowodowat znaczagcy wzrost
akumulacji endogennej GA; u wszystkich analizowanych genotypéw. W rezultacie
w warunkach stresu suszy koncentracje endogennej GA; byly porownywalne
u wszystkich analizowanych genotypoéw. Te wyniki wskazujg, ze u jeczmienia GA; jest
glowng aktywna biologicznie formag giberelin, ktorej akumulacja jest znaczaco
indukowana przez stres suszy (Gruszka i in., 2016). W warunkach kontrolnych
akumulacja kwasu abscysynowego (ABA) u mutantdéw BR osiggala podobne wartosci
do odnotowanych u odmiany ‘Bowman’. Stres niedoboru wody spowodowat bardzo
znaczacy wzrost akumulacji ABA u wszystkich analizowanych genotypow. Wyniki te
wskazuja, ze zaburzenia w biosyntezie lub sygnalizacji BR nie wplywaja na homeostazg
ABA w warunkach kontrolnych, jak rowniez nie zmniejszaja zdolnosci mutantow BR
do reakcji na stres niedoboru wody, objawiajgcej si¢ znaczacym wzrostem akumulacji
ABA (Gruszka i in., 2016). W warunkach kontrolnych wszystkie mutanty BR zawieraty
znaczaco obnizone stgzenia kwasu jasmonowego (JA) w poréwnaniu do odmiany
‘Bowman’. Uzyskane wyniki wskazuja, ze u jeczmienia homeostaza JA jest zalezna od
biosyntezy i sygnalizacji BR. Stres niedoboru wody spowodowat bardzo znaczacy wzrost
akumulacji JA u wszystkich analizowanych genotypdéw, co wskazuje, ze mutanty BR
zachowujg zdolno$¢ znaczacego zwigkszania akumulacji JA w reakcji na stres suszy
(Gruszka i in., 2016).

Przeprowadzone badania wykazaty rOwniez, Ze zaburzenia metabolizmu BR wplywaja
na akumulacj¢ nieenzymatycznych antyoksydantow. W warunkach kontrolnych mutanty
niewrazliwe na BR wykazywaly znacznie nizszg akumulacj¢ glutationu. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze prawidlowy przebieg sygnalizacji BR jest konieczny dla odpo-
wiedniej akumulacji glutationu (szczegoélnie formy zredukowanej — GSH). W stresie
suszy najwyzsza zawarto$¢ glutationu odnotowano u odmiany ‘Bowman’, a u mutantow
BR akumulacja glutationu byta obnizona (Gruszka i in., 2018). Wykazano rowniez, ze
zaburzenia metabolizmu BR wplywaja na akumulacj¢ innych nieenzymatycznych
antyoksydantow — tokoferoli. W warunkach kontrolnych stezenia a-tokoferolu
i y-tokoferolu byly znaczaco nizsze u mutantow BR niz u odmiany ‘Bowman’.
Zréznicowana zawarto$¢ o - 1 y -tokoferolu wystepowata zard6wno u roslin rosngcych w
warunkach optymalnego podlewania, jak i w warunkach suszy. Niedobdr wody
powodowat proporcjonalne zwickszenie produkcji tych tokoferoli zarowno u odmiany
Bowman, jak i mutantow BR, jednak u mutantéw BR st¢zenia obu antyoksydantow
pozostaly znacznie obnizone w pordéwnaniu do odmiany ‘Bowman’. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze endogenne BR oraz prawidlowy przebieg ich biosyntezy i sygnalizacji sg
konieczne dla normalnej akumulacji tokoferoli u jeczmienia (Gruszka i in., 2018).

Biorac pod uwagg, ze wystgpienie deficytu wody w trakcie kloszenia ma znaczgcy
wplyw na poziom plonu, okreslenie reakcji potkartowych mutantow BR jeczmienia
na stres suszy w tej fazie rozwoju bylo réwniez bardzo istotne. Pierwszym z analizo-
wanych parametrow byta krzewisto$¢ ogdlna (catkowita liczba zdzbet, wliczajac odrosty
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wegetatywne). W warunkach kontrolnych najwyzsza warto$¢ tego parametru odnotowano
w przypadku niewrazliwej na BR linii BW312 (ok. 141% warto$ci odnotowanej
u odmiany Bowman) i byta ona istotnie wyzsza od wartosci odnotowanych w przypadku
pozostatych genotypow. Stres suszy spowodowal znaczne zwigkszenie krzewisto$ci
ogblnej u niemal wszystkich analizowanych genotypow. W warunkach stresu suszy
wigkszo$¢ analizowanych genotypow wykazywala zblizone warto$ci krzewistosci
ogélnej. Analiza krzewisto$ci produkcyjnej (liczba zdzbet z klosami) w warunkach
kontrolnych oraz podczas stresu suszy pozwolita na dokonanie kilku istotnych
spostrzezen. W warunkach kontrolnych wszystkie analizowane genotypy cechowaty si¢
bardzo zblizonymi warto$ciami tego parametru. W warunkach niedoboru wody
najwyzsza warto$¢ krzewistosci produkcyjnej wykazywaly linie BW312 oraz BW091,
przy czym warto$¢ odnotowana w przypadku linii BW312 byla istotnie wyzsza od
pozostatych i stanowita ok. 145% warto$ci odnotowanej u odmiany ‘Bowman’. Najnizsza
warto$¢ krzewistosci produkcyjnej odnotowano u odmiany Bowman. Kolejnym
z analizowanych parametréw plonowania byla masa ziaren przypadajaca na rosling.
W warunkach kontrolnych najwyzsze wartosci odnotowano w przypadku odmiany
Bowman i linii BW333, przy czym rdznica miedzy tymi wartoSciami nie byla istotna
statystycznie. W warunkach suszy najwyzsza warto$¢ $redniej masy ziaren przypadajacej
na rosling wykazata linia BW312 i byla ona istotnie wyzsza od warto$ci odnotowanych
u pozostatych genotypoéw. Ten wynik koreluje z obserwowang krzewistoscig produkcyjng
w warunkach stresu niedoboru wody, ktora miata najwyzsza warto$¢ wlasnie
w przypadku linii BW312. Ostatnim z parametréow charakteryzujagcych plonowanie
analizowanych genotypow byta masa 1000 ziaren. W warunkach kontrolnych wigkszos¢
z analizowanych genotypow wykazywata zblizone warto$ci tego parametru. Najwyzsza
warto$¢ odnotowano w przypadku linii BW312 i byla ona istotnie wyzsza od warto$ci
tego parametru u innych genotypéw. W warunkach suszy u wszystkich analizowanych
genotypow odnotowano podobne wartosci tego parametru (dane niepublikowane).

W kolejnych badaniach dokonano analiz jakosciowych (sktadu chemicznego) plonu
ziaren mutantow BR jeczmienia oraz odmiany referencyjnej ‘Bowman’. W ekspery-
mentach przeprowadzonych w warunkach kontrolowanych zawartosci sktadnikow
mineralnych, blonnika oraz biatka (ogétem) byty u badanych mutantow BR odnotowane
na poziomie co najmniej tak wysokim, jak u odmiany ‘Bowman’ zaréwno w warunkach
optymalnego nawodnienia, jak i po zastosowaniu stresu niedoboru wody w fazie siewki
oraz kloszenia. W przypadku zawartosci skrobi w warunkach kontrolnych (optymalne
nawodnienie) nie odnotowano réznic mi¢dzy badanymi genotypami. Po zastosowaniu
stresu niedoboru wody w fazie siewki obnizong zawarto$¢ skrobi odnotowano u mutan-
tow niewrazliwych na BR. W eksperymentach przeprowadzonych w warunkach
polowych zawartosci sktadnikow mineralnych, btonnika, biatka (ogotem) oraz skrobi
byty u badanych mutantéw BR odnotowane na poziomie co najmniej tak wysokim, jak
u odmiany ‘Bowman’ (dane niepublikowane).
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WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

Wielokierunkowa analiza funkcjonalna genow HvCPD oraz HvDIMI polaczona
z analiza akumulacji endogennego kastasteronu u mutantow cechujacych si¢
mutacjami w tych genach potwierdzita funkcje kodowanych enzymow oraz ich rolg
w regulacji architektury roslin.

Zaburzenia metabolizmu BR u badanych mutantéw nie wplywaja na sprawnosé
fotosystemu II oraz zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych.

Potkartowe mutanty BR jeczmienia wykazujg zwigkszong tolerancj¢ na stres
niedoboru wody.

Stezenie BR (kastasteronu) wzrasta w reakcji na stres niedoboru wody.

BR reguluja homeostaz¢ innych fitohormondéw (gibereliny GA; 1 kwasu
jasmonowego) u jeczmienia w warunkach optymalnego nawodnienia.

BR reguluja homeostazg kluczowych nieenzymatycznych antyoksydantéw zaréwno
w warunkach optymalnego nawodnienia, jak i podczas stresu niedoboru wody.

W warunkach stresu niedoboru wody w fazie kloszenia najwyzszg wartosé
krzewisto$ci produkcyjnej oraz $redniej masy ziaren przypadajagcej na ro$ling
wykazata niewrazliwa na BR linia BW312.
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Molekularna charakterystyka wptywu elementow
mobilnych na zmiennos¢ genetyczng w zbozowych
kulturach in vitro

Molecular characterization of the impact of transposable elements on genetic
variation in cereals tissue cultures

Stowa kluczowe: jeczmien, kultury tkankowe, MSTD, retrotranspozony

W roku sprawozdawczym 2018 zaplanowano do wykonania cztery tematy badawcze

z nastepujgcymi celami:

— uzyskanie genomowego DNA z regenerantow jeczmienia do analiz technikami RP-
HPLC, MSTD,

— oszacowanie poziomu globalnej metylacji DNA dla 80 regenerantéw jeczmienia przy
uzyciu  techniki RP-HPLC  (Reversed-Phase  High-Performance  Liquid
Chromatography),

— wykonanie analiz MSTD na DNA regenerantdow jeczmienia — uzyskanie
autoradiograméw,

— uzyskanie roslin bedacych generatywnym potomstwem regenerantOw jeczmienia.
Analizy molekularne obejmowaty ekstrakcje genomowego DNA z regenerantow

jeczmienia (genotyp 2dh/8) uzyskanych na drodze androgenezy w kulturach

pylnikowych. Wyziolowany genomowy DNA rozdzielono w 1,4% zelach agarozowych
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w celu sprawdzenia jego integralnosci. Ilos¢ DNA oszacowano spektrofotometrycznie.
Uzyskano DNA w odpowiedniej ilosci i jako$ci do dalszych analiz.

Okreslono poziom globalnej metylacji DNA u regenerantow jeczmienia (80 roslin)
uzyskanych w kulturach pylnikowych z 4 ro$lin donorowych (D). Analiza catkowitej
metylacji cytydyny (5mdC) genomowego DNA wykonana metoda RP-HPLC wykazata,
ze $rednio 21,31% (+0,41) cytydyny uleglo metylacji. Dla poszczegoélnych zestawow
regenerantoOw wyprowadzonych z 4 réznych roslin donorowych uzyskano odpowiednio:
JRP72-21,50%, JRP68-21,30%, JRP69-21,22% i JRP70-20,15%. Wykazano istotne
roznice (F = 133,274, p = 0,0001) migedzy poszczegdlnymi zestawami regenerantOw
a roslinami donorowymi uzyskanymi w ubieglym roku sprawozdawczym (Sprawozdanie
PBwWPR 89 2016).

Wykonano rozdzialy metAFLP dla 80 regenerantow jeczmienia, oraz dla
odpowiadajgcych im roslin donorowych (4 ro$liny). Rozdzialy wykonano w dwoch
uktadach enzymow restrykeyjnych — Acc651/Msel i Kpnl/Msel. Podjete prace pozwolity
uzyska¢ czytelne elektroforegramy. Uzyskane obrazy w zalezno$ci od zastosowanych
starterow w reakcji PCR roznity si¢ wizualnie liczebnos$cig fragmentow DNA. Zliczanie
prazkéw DNA i tworzenie matryc zerojedynkowych bedzie realizowane w przysztym
roku badawczym.

Regeneranty jeczmienia, pozyskane na drodze androgenezy byty zroédtem ziarniakow
do uzyskania generatywnego potomstwa. W temacie zaplanowano uzyskanie okoto 90
ros§lin potomnych z regenerantdow uzyskanych na drodze androgenezy. Aby otrzymac
zaplanowane ilo$ci roslin bedacych generatywnym potomstwem regenerantow wysiano
ok. 10% wigcej nasion, niz oczekiwane liczebnos$ci roslin potomnych. Uzyskano w sumie
90 roslin z czterech r6znych regenerantow.

PODSUMOWANIE

Ekstrakcja DNA skutkowata odpowiednimi preparatami DNA do dalszych analiz.
Wykonana w temacie badawczym analiza RP-HPLC okreslita poziom globalnej
metylacji DNA dla 80 regenerantéw jeczmienia. Obserwowano zrdéznicowanie
w poziomie globalnej metylacji DNA miedzy zestawami regenerantdOw pochodzgcymi
z r6znych regenerantow.

3. Uzyskano stabilne profile prazkow DNA technikg MSTD do dalszych prac.

4. Uzyskano reprezentatywng liczbe roslin begdacych generatywnym potomstwem
regenerantOw pozyskanych w poprzednim roku badan.

N —
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Identyfikacja czynnikow determinujacych odpornosé
jeczmienia ozimego (Hordeum vulgare L.)
na susz¢ 1 mroz

Identification of factors which determine drought and freezing tolerance in barley
(Hordeum vulgare L.)

Stowa kluczowe: abiotyczne czynniki stresowe, hartowanie, jeczmien ozimy, mrozoodpornosc,
susza, tolerancja

Jeczmien ozimy jest gatunkiem zboza o wysokim potencjale plonotwdrczym i ziarnie
o duzej warto$ci paszowej 1 uzytkowej. Potencjalnie wysoka wydajno$¢ tego zboza jest
jednak znaczaco obnizana przez niskg zimotrwato$¢ tego gatunku, wynikajaca przede
wszystkim z jego niskiej odpornosci na mréz. Ogranicza to areal uprawy jeczmienia
ozimego do rejondw o lagodniejszym klimacie. Innym czynnikiem wplywajgcym
na obnizenie plonowania jest susza glebowa, zwlaszcza w okresie najwickszego
zapotrzebowania na wode, od kwietnia do czerwca. Susza w tym okresie powoduje
u jeczmienia znaczne obnizenie liczby ktosow oraz liczby ziaren w klosie i co za tym
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idzie znaczacy spadek plonowania. Z tych wzgledow, identyfikacja czynnikéw
determinujacych tolerancj¢ na susze¢ i mroz oraz opracowanie wiarygodnych procedur
selekcji roslin o zwigkszonej tolerancji na te czynniki stresowe jest bardzo istotne i moze
W znaczacy sposob ograniczy¢ straty plonowania oraz zwigkszy¢ areal uprawy
jeczmienia ozimego. Ze wzgledu na fakt, iz zar6wno mrozoodpornos¢ jak i odpornosé
na susz¢ sg cechami ztozonymi, warunkowanymi przez szereg genow o zroznicowanym
sposobie dziedziczenia i interakcjach, strategia piramidyzacji korzystnych genow wydaje
si¢ by¢ najbardziej odpowiednia. Jednak korzystny uktad wielu alleli lezacych u podtoza
odpornosci iloSciowej moze zosta¢ zaburzony wskutek rekombinacji w kolejnych
pokoleniach. Jedng z mozliwos$ci ominigcia tego problemu jest wykorzystanie technologii
podwojonych haploidow (ang. doubled haploids, DH), umozliwiajacej wyprowadzenie
catkowicie homozygotycznych linii z heterozygotycznego materialu w ciggu jednego
pokolenia. Inng korzys$cig wynikajacg z zastosowania technologii DH jest mozliwosé
znacznego poszerzenia zakresu zmiennosci badanych cech, wynikajaca z ekspresji alleli
recesywnych oraz nowych plejotropowych i epistatycznych interakcji migdzygenowych.

Celem projektu byla identyfikacja fizjologicznych, metabolomicznych i molekular-
nych podstaw adaptacji jeczmienia ozimego do temperatur mrozowych oraz suszy
glebowej. Poszerzenie wiedzy dotyczacej mechanizmow determinujgcych odpornosé
nasusz¢ i mréoz moze mie¢ istotne znaczenie dla uprawy tego gatunku w obliczu
dynamicznych zmian klimatycznych, postepujacej degradacji srodowiska naturalnego
oraz wymogow nowoczesnych, zrownowazonych i ekologicznych systeméw produkcji
rolnicze;j.

W badaniach wykorzystano linie DH jeczmienia ozimego, o istotnie roznej tolerancji
na mroz i susz¢ glebowa, wyprowadzone metoda androgenezy w kulturach pylnikowych,
z materiatow hodowlanych dostarczonych przez polskie spotki hodowlane. Wybrane
do badan, skrajnie zroznicowane linie DH postuzyty we wczesniejszych latach realizacji
projektu jako materiat do analiz proteomicznych, analiz zawarto$ci hormonow roslinnych
biorgcych udzial w reakcjach obronnych uruchamianych w odpowiedzi na stres oraz
analiz aktywnosci systemu antyoksydacyjnego. W roku 2018 badania zostaty uzupelione
o analizy profilu brasinosteroidéw oraz ekspresji genow potencjalnie zaangazowanych
W proces nabywania tolerancji na mroz oraz determinujgcych poziom tolerancji na suszg.

Analizy przeprowadzono w dwoch uktadach eksperymentalnych. W pierwszym, ze
wzgledu na fakt, iz tolerancja na mroz jest cechg indukowang pod wplywem
aklimatyzacji/hartowania do niskich temperatur, material do badan stanowily siewki
w fazie 3—4 lisci, umieszczone na okres 3 tyg. w 4/2°C (dzien/noc). Obiekty kontrolne
stanowity siewki rosngce w optymalnych warunkach termicznych (25/17°C, dzien/noc).
W drugim eksperymencie, analizy przeprowadzono na roslinach w fazie ktoszenia, po 3
tygodniu wzrostu w glebie o wilgotnosci wynoszacej 35% ppw. Jako obiekty kontrolne
wykorzystano rosliny rosngce w warunkach optymalnego nawodnienia (75% ppw).
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TEMAT BADAWCZY 1: ANALIZA ENDOGENNEJ ZAWARTOSCI BRASINOSTEROIDOW
(BR) — ZMIANY INDUKOWANE POD WPLYWEM HARTOWANIA I SUSZY GLEBOWE]

Analizy BR przeprowadzono wg zmodyfikowanej procedury Tarkowskiej 1 in. (2016)
metoda ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej z tandemowym
spektrometrem mas (UHPLC-MS/MS).

Bez wzglgdu na warunki wzrostu, w siewkach wszystkich badanych linii DH
jeczmienia ozimego wykazano jedynie obecnos¢ homokastasteronu (BR;,). Zawartos¢
BR|, byla istotnie uzalezniona od cech genotypowych i istotnie wyzsza w siewkach linii
DH wrazliwych na niskie temperatury. Jednak, tylko u linii DH o wyzszym poziomie
tolerancji na mrdz obserwowano istotny, prawie 2-krotny wzrost zawartosci tego BR pod
wplywem hartowania.

W ro$linach jeczmienia ozimego w fazie kloszenia $redni poziom BRj, byl prawie
5.-krotnie wyzszy w stosunku do poziomu zmierzonego w roslinach w fazie siewki.
Oprocz BR;, wykryto réwniez obecnos¢ kastasteronu (BR,), teasteronu (BRg) i po raz
pierwszy u roslin zbozowych — dolicholidu (BRj), jednakze poziom akumulacji tych BR
byt znaczaco nizszy. Poziom wszystkich zidentyfikowanych BR byt warunkowany
czynnikami o charakterze genotypowo-specyficznym. W wickszosci przypadkow deficyt
wody wywarl istotny wptyw na poziom akumulacji BR, a reakcja roslin byta zr6znico-
wana u linii DH o ré6znym poziomie tolerancji na susz¢. W warunkach ograniczonej
dostepnosci wody w podtozu, u wigkszos¢ wrazliwych na susze linii DH obserwowano
istotny wzrost zawarto$ci BRj,, BRg i BR;. Poziom tych BR pozostawal nie zmieniony
w przypadku linii DH lepiej tolerujacych deficyt wody w podtozu. I odwrotnie, linie DH
0 wyzszej tolerancji na susze¢ reagowaty wyraznym wzrostem zawartosci BR,, czego nie
obserwowano u linii DH bardziej wrazliwych na ten czynnik stresowy.

Podsumowujac uzyskane wyniki, w badanych liniach DH jeczmienia ozimego
wykazano specyficzny, zwigzany z faza rozwojowa profil BR, a poziom akumulacji tych
zwigzkow zwigzany byl z poziomem tolerancji na badane, abiotyczne czynniki stresowe.
Wykazano, iz zmiany zawarto$ci niektorych BR wydajg si¢ by¢ istotnie zwigzane
z poziomem odpornosci na mroz (homokastasteron) i susze (kastasteron). Natomiast
akumulacja innych BR (homokastatsteronu, teasteronu i dolicholodu) w reakcji na deficyt
wody moze stanowi¢ potencjalny marker identyfikujacy genotypy o wysokim poziomie
wrazliwos$ci na susze.

TEMAT BADAWCZY 2: ANALIZY MOLEKULARNE GENOW POTENCJALNIE
ZAANGAZOWANYCH W DETERMINACJE ODPORNOSCI NA MROZ I SUSZE

Selekcje wybranych do badan gendéw przeprowadzono na podstawie wynikoéw analiz
proteomicznych wykonanych w poprzednich latach realizacji projektu, opublikowanych
w pracach Gotgbiowska i in. (2017a,b). W eksperymencie analizujacym wplyw
hartowania na ekspresj¢ wybranych gendéw do analiz wybrano geny kodujace: elongation
factor 1 alpha (EFla), reduktaze Ferrodoksyna — NADP, biatko 14-3-3a,
B-fructofuranozydaze oraz biatka CBF4B i CBF2A. W eksperymencie dotyczacym mole-
kularnych podstaw odporno$ci jeczmienia ozimego na stres suszy analizowano poziom
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ekspresji genow kodujacych aktyne, transketolaze, peryplazmatyczng proteaze serynowa,
izomeraze triozofosforanows, gen groES kodujacy biatko z regionem ko-chaperonu oraz
gen pfam 14200 kodujacy lektyne (bialko ricin-type beta-trefoil lectin domain-like).

Analiza ekspresji wybranych genéw przeprowadzona technika ilosciowego RT—qPCR
wykazata zréznicowany poziom ekspresji pomiedzy liniami DH jgczmienia ozimego
zarowno w przypadku hartowania na mréz, jak i suszy glebowej. Jednakze obserwowane
zmiany poziomu ekspresji jedynie cze$ciowo wigzaly si¢ ze stopniem tolerancji
na badane stresy.

W przypadku hartowania na mréz wyraznie kontrastowaly ze sobg reakcje wrazliwej
na mroz linii DH575 oraz mrozoodpornej (a rownocze$nie nicodpornej na susze) linii
DH602. W przypadku wszystkich gendw poziom ich ekspresji byt statystycznie istotny,
aw przypadku trzech odwrotny byl kierunek obserwowanych zmian — u linii DH602
obserwowano hamowanie, a u linii DH575 wzrost poziomu ich ekspresji w porownaniu z
kontrolg. Reakcja pozostatych linii DH byta jednakowa, posrednia pomigdzy DH602
1 DH575. By¢ moze obserwowane wczesniej réznice w ich mrozoodpornosci wynikac
mogg z innych czynnikow, niezaleznych od zmian obserwowanych w zastosowanym
uktadzie doswiadczalnym. W przypadku linii DH534, ktéra jest zardwno mrozoodporna
jak 1 odporna na susz¢ mogloby to na przyktad wynika¢ z istotnej w obydwu stresach
mozliwosci zabezpieczania tkanek przed dehydratacja, ktora indukowana jest nie podczas
hartowania na mroz w temperaturach dodatnich lecz dopiero pod wpltywem mrozu.

W przypadku suszy poziom ekspresji wszystkich badanych genoéw obnizyt sig.
Co wiecej, u linii DH lepiej tolerujacych deficyt wody poziom ekspresji wickszosci
analizowanych gendéw (z wyjatkiem groES) ulegt silniejszemu obnizeniu niz u linii DH
wrazliwych na susze. Geny te nie sg bezposrednio zwigzane z tolerancja suszy, koduja
natomiast biatka uczestniczace w podstawowym metabolizmie komorkowym (proteaza
serynowa, izomeraza triozofosforandw) oraz potencjalnie zwigzane z transdukcja sygnatu
(gen pfam14200 kodujacy lektyne).
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Wplyw stresu niedoboru wody na rozwoj
1 architekture systemu korzeniowego u jeczmienia
(Hordeum vulgare L.)

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

Stowa kluczowe: fenotypowanie, genotypowanie, obrazowanie korzeni, plonowanie, stres
abiotyczny, susza, wlasciwosci elektryczne systemu korzeniowego

CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

Rosliny uprawne narazone sa na wiele czynnikow stresowych, biotycznych
i abiotycznych, wséréd ktorych niedobér wody jest jedng z gltownych przyczyn
obnizajacych produktywnos¢ (Anjum i in., 2011; Rahdari i Hoseini, 2012). Susza jest
zjawiskiem ekstremalnym, jednak do$¢ powszechnym i czesto pojawiajacym si¢ niemal
na wszystkich kontynentach. W ostatnim stuleciu obserwuje si¢ coraz wigksze
przesuszenie $rodowiska przyrodniczego w Polsce. Srednie roczne opady atmosferyczne
dla Polski wynosza ok. 600 mm. Regionem najbardziej narazonym na wystgpowanie
suszy w Polsce jest Wielkopolska i Kujawy (Srednie opady 450-550 mm), czyli tereny
o intensywnej produkcji rolnej (GUS, 2012). Niedobor opadéow w latach 1992, 2000,
2006, gdy dodatkowo wystapity wysokie temperatury, spowodowal znaczne obnizenie
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plonow. W 2008 roku az 70% upraw objete byto zagrozeniem suszg, a w konsekwencji

istotng strata plonéw (dane IUNG; http://ies.jrc.ec.europa.eu). Gospodarka wodna zalezy

nie tylko od ilo$ci opaddw, lecz rowniez od temperatury. Podwyzszenie temperatury oraz
state ocieplanie klimatu (Szwed i in., 2010) wptywa na intensyfikacj¢ parowania obni-
zajac zawarto$¢ wody w glebie i zwickszajgc prawdopodobiefistwo pojawienia si¢ suszy.

System korzeniowy odgrywa kluczowsg rolg¢ w pobieraniu wody i skladnikow
odzywczych, a tym samym determinuje rozwoj calej rosliny. Dobrze rozwinigty system
korzeniowy moze wpltywa¢ na wzrost produktywno$ci roslin w zrdéznicowanych
warunkach srodowiska. Z tego wzgledu opracowanie nowych koncepcji analizowania
fenotypu korzeni i poznanie zmian w ich architekturze w zmiennych warunkach
srodowiska nabiera coraz wigkszego znaczenia. Dobrze rozwinicty i1 aktywnie
pobierajacy sktadniki pokarmowe system korzeniowy powoduje lepsze odzywienie
mineralne rosliny i zaopatrzenie jej w wodg, bardziej efektywne wykorzystani nawozow,
a szybszy rozwo6j systemu korzeniowego ogranicza straty plonu w warunkach stresu
wodnego. W pozniejszym okresie wegetacji rozwdj systemu korzeniowego jest m.in.
efektem kierowania zwigzkéw weglowych do korzeni z zielonych cze$ci roslin
(Manschadi i in., 2006). Zatem rosliny o lepiej rozwinigtej biomasie czesci zielonych
moga wykazywac¢ wigkszy potencjat rozwoju systemu korzeniowego. Stad kluczowa jest
analiza stosunku biomasy cze$ci nadziemnej do czeSci podziemnej rosliny (ang.
shoot/root ratio). Wskaznik ten zalezny jest od wielu czynnikow, w tym stresOw
abiotycznych, np. susza. Zdolno$¢ roslin do ograniczenia strat wody na drodze trans-
piracji jest powigzana ze stosunkiem biomasy czg¢$ci zielonej do biomasy systemu
korzeniowego rosliny (Brouwer i de Wit, 1968; Troughton, 1978).

Celem badan jest zbadanie wptywu niedoboru wody na rozwdj i architekture systemu
korzeniowego u jgczmienia. W tym celu wykorzystanych zostanie 150 réznych form
jeczmienia jarego, to jest odmian, rodéw lub linii o zrdéznicowanym pochodzeniu,
wybranych w porozumieniu z firmami hodowlanymi (Poznanska Hodowla Roslin Sp.
7 0.0., Danko Hodowla Roslin Sp. z 0.0., Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa
IHAR, Matopolska Hodowla Roslin Sp. z 0.0.).

Dla zrealizowania zatozonego celu wykonano:

— zastosowanie najnowszych technik obrazowania korzeni w warunkach kontrolnych
oraz w warunkach deficytu wody na platformie do fenotypowania roslin wyposazone;j
w najnowsze urzgdzenia shuzace do cigglego, nieinwazyjnego mierzenia parametrow
korzeni;

— genotypowanie w oparciu o najnowsze metody sekwencjonowania nowej generacji —
genotypowanie przez sekwencjonowanie (GBS);

— przeprowadzenie do$wiadczenia w warunkach polowych w celu okreslenia potencjatu
plonowania, zbadania rozwoju i architektury systemu korzeniowego badanych
genotypow, a takze ustalenia stosunku czgsci nadziemnej do czgsci podziemnej
rosliny.
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OPIS WYNIKOW Z DOTYCHCZASOWYCH BADAN (PIERWSZY ROK TRWANIA
PROJEKTU)

Na podstawie danych literaturowych i wlasnych do§wiadczen mozna zatozy¢, ze dane
fenotypowe i genotypowe uzyskane z zastosowaniem najnowszych metod analizy fenomu
i genomu pozwolg na okreslenie zmiennoSci badanych genotypow pod wzgledem
rozwoju systemu korzeniowego w czasie trwania suszy oraz zwigzku (korelacji) migdzy
parametrami systemu korzeniowego a cechami plonotworczymi. Umozliwi to zidenty-
fikowanie regiondow w genomie jgczmienia zwigzanych z rozwojem systemu korzenio-
wego w warunkach optymalnego nawodnienia, jak i w stresie niedoboru wody, a takze
regionow warunkujgcych cechy plonotworcze.

W  badaniach przeprowadzona seria komplementarnych i skoordynowanych
doswiadczen zwigzanych z obrazowaniem korzeni pozwoli z jednej strony na opraco-
wanie markeroOw zwigzanych z systemem korzeniowym, z drugiej za$ na wytypowanie
genotypow o korzeniach glgbiej penetrujacych podtoze i o wigkszej zdolnosci pobierania
wody z glebszych warstw gleby, stad potencjalnie lepiej plonujacych w suszy.

Pilotaz w pierwszym roku trwania projektu miatl na celu ustalenie doktadnych
warunkow prowadzenia doswiadczenia glownego zaplanowanego na rok 2019.
Dos$wiadczenie pilotazowe zostalo przeprowadzone na poletkach doswiadczalnych
znajdujacych si¢ przy Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.
Do dos$wiadczenia pilotazowego wybrano losowo 50 odmian j¢czmienia jarego.
Opracowano metodyke analiz rozwoju i architektury systemu korzeniowego, a takze
ustalenia stosunku czeS$ci nadziemnej do czeéci podziemnej rosliny. Poza metodyka
manualnych obserwacji biometrycznych korzeni wykorzystano mierniki pracujgce z wy-
korzystaniem pomiaru pojemnosci elektrycznej (ang. electrical capacitance)
umozliwiajacy ocene systemu korzeniowego in situ. Momenty pomiaru pojemnos$ci
elektrycznej zostaly wybrane w oparciu o zmieniajacg si¢ wrazliwos$¢ rosliny wraz
ze wzrostem i stadium rozwojowym.

Analizowano cechy korzeni podczas wegetacji, takie jak wielko$¢ systemu
korzeniowego in situ za pomocg przyrzadu mierzacego pojemno$¢ elektryczng w czterech
fazach: krzewienia (T1), strzelania w zdzbto (T2), ktoszenia (T3) i nalewania ziarna (T4),
natomiast po zbiorze roslin mierzono dlugo$¢ i mas¢ korzeni. Ponadto wykonano
pomiary cech morfologicznych czgsci nadziemnych: wysoko$¢ ro$lin, dlugosé klosa,
liczba i masa ziarna z ktosa, masa ziarna z ro$liny, masa 1000-ziaren. Zebrane dane
postuzyty do obliczen statystycznych, w ramach ktorych przeprowadzono oceng
wspotczynnika korelacji miedzy badanymi cechami. Wartosci $rednie dla cech
zwigzanych z systemem korzeniowym dla badanych 50 genotypow jeczmienia jarego w
doswiadczeniu pilotazowym wahaty si¢ w przedziatach: biomasa 0,13-1,02 g, dlugos¢
korzeni 10,00-20,67 cm, pojemno$¢ elektryczna w fazie krzewienia 3,13-11,67,
pojemnos¢ elektryczna w fazie strzelania w zdzbto 9,57—-18,73, pojemnos¢ elektryczna w
fazie ktoszenia 32,67-149,00 oraz pojemno$¢ elektryczna w fazie nalewania ziarna
75,00-205,00. Z kolei warto$ci $rednie dla cech zwigzanych z cze$cig nadziemna dla
badanych 50 genotypdéw jeczmienia w doswiadczeniu pilotazowym wahaty si¢ w prze-
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dziatach: wysoko$¢ roslin 44,00-62,33 cm, dlugos¢ klosa 6,03-10,20, liczba ziaren
z ktosa 14,17-23,37, masa ziarna z ktosa 0,64—1,19 g, masa ziarna z rosliny 3,11-7,76 g
oraz masa 1000 ziaren 41,86-56,75 g.

Na podstawie wspolczynnikow korelacji w doswiadczeniu pilotazowym migdzy
cechami zwigzanymi z systemem korzeniowym a wyselekcjonowanymi cechami
zwigzanymi z cze$cig nadziemng roslin stwierdzono, ze wigkszo$¢ cech byla ze sobg
pozytywnie skorelowana na poziomie istotnosci P<0,01. Nie wykazano korelacji
pomigdzy dtugoscia korzeni a pomiarem pojemnosci elektrycznej w fazie T1, T3 oraz T4.

WNIOSKI Z DOTYCHCZASOWYCH BADAN (PIERWSZY ROK TRWANIA PROJEKTU)

Ze wzgledu na trudno$ci metodologiczne zwigzane z monitorowaniem wzrostu
korzeni w glebie, istnieje ciggle zainteresowanie wykorzystaniem i rozwojem prostych,
szybkich metod in situ dostarczajacych informacji na temat rozwoju systemu
korzeniowego bez uszkodzenia calej rosliny (Milchunas, 2012). Jedna z takich
nieinwazyjnych technik opiera si¢ na wlasciwosciach elektrycznych systemu
korzeniowego. Metoda elektrycznosci pierwotnej (Cr, ang. root electrical capacitance)
zostata po raz pierwszy zastosowana przez Chloupek (1972), ktéry wykorzystat w swoich
badaniach miernik pojemnosci z niskim napigciem (1V) pradu przemiennego (1000 Hz
pradu przemiennego). Chloupek stwierdzit, ze Cr mierzony mig¢dzy elektroda uziemiajaca
(wlozong do gleby) a elektroda roslinng (przymocowang do rosliny) wykazuje dodatnig
korelacj¢ z suchg masg korzenia (RDM, ang. root dry mass), dtugos$cig korzenia (RL, ang.
root length) i powierzchnig korzenia (RSA, ang. root surface area). Podobnie w doswiad-
czeniu pilotazowym, prowadzonym w ramach prezentowanego projektu, stwierdzono
pozytywna, istotng korelacje miedzy wigkszoscig cech zwigzanych z cze¢$cig nadziemna
ros§liny oraz cechami systemu korzeniowego potwierdzajac, ze ta nieinwazyjna metoda
jest odpowiednia do powtarzalnej oceny rozwoju systemu korzeniowego w warunkach
polowych, dodatkowo prowadzonej takze w réznych stadiach rozwojowych rosliny.

Kormanek i in. (2016) stwierdzili, ze powierzchnia i ksztalt elektrody gruntowej silnie
wplynelty na korelacje miedzy Cr a parametrami systemu korzeniowego. Niemniej
jednak, przy przestrzeganiu stalej wysokosci elektrody roslinnej nad powierzchnig
podtoza, metoda adekwatnie szacuje rozmiar systemu korzeniowego (Postic i Doussan
2016). Dlatego istotne okazato si¢ w doswiadczeniu pilotazowym ustalenie stalej
wysokosci lokalizowania elektrody zarowno na ro$linie, jak i jednakowego oraz o rownej
glebokos$ci umieszczania drugiej elektrody w glebie. Ogromng zalet3 metody
pojemnosciowej jest to, ze skoro prad elektryczny przeptywa wylacznie przez korzen, Cr
ma potencjat do oceny funkcjonalnego zasiggu korzenia (Cermak i in., 2006; Cseresnyés i
in., 2016). W przeciwienstwie do innych, powszechnie stosowanych technik, metoda
pojemnosciowa mierzy aktywnos¢ korzenia, w tym rowniez wlosniki.

W warunkach polowych czasowe zmiany zawartosci wody w glebie (SWC, ang. soil
water content) uniemozliwiajg w wigkszo$ci przypadkow ciggle monitorowanie rozwoju
systemu korzeniowego. Z tego powodu rosliny uprawiane na polach moga by¢
porownywane tylko na podstawie Cr uzyskanego w okreslonym przedziale czasowym
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z porownywalnym SWC. Przestrzegajac tego metoda Cr zostala z powodzeniem
zastosowana w doswiadczeniach prowadzonych w warunkach polowych w celu zbadania
cech korzeni jeczmienia i pszenicy (Nakhforoosh i in., 2014; Svacina i in., 2014,
Hermanska i in., 2015) oraz scharakteryzowania r6znic odmianowych w ich odpornosci
na stres suszy, czy efektywnosci wykorzystania wody (Chloupek i in., 2010, Streda i in.,
2012).
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Molekularne podstawy zjawiska albinizmu
w kulturach 1zolowanych mikrospor jeczmienia

Molecular basis of albinism in barley isolated microspore culture

Stowa kluczowe: albinizm, amyloplasty, androgeneza, kultura izolowanych mikrospor, plastyd

Brak chlorofilu (albiznizm), wystepujacy u znacznej czgéci regenerantow z kultur
pylnikowych Iub kultur izolowanych mikrospor zbdz, jest podstawowym problemem
zmniejszajacym efektywnos$¢ uzyskiwania podwojonych haploidow w procesie
androgenezy, Szczegélnie u jeczmienia, wysoka czestotliwos¢ regeneracji roslin
albinotycznych, dochodzaca u wielu genotypéw do 90% regenerantéw, znaczaco obniza
praktyczne wykorzystanie procesu androgenezy w programach hodowlanych tego
gatunku. Rosliny albinotyczne zawieraja niefunkcjonalne chloroplasty, co powoduje, ze
ich wzrost poza kulturg in vitro nie jest mozliwy.

Mikrospory i niedojrzale ziarna pylku zawierajg proplastydy, ktore w procesie
mikrosporogenezy in vivo rozwijajg si¢ zazwyczaj w amyloplasty, magazynujace skrobi¢
i stanowigce zrodto weglowodandéw (Clement i Pacini, 2001). Natomiast w procesie
androgenezy in vitro, niezréoznicowane proplastydy moga przeksztalci¢ si¢ zardwno
w amyloplasty, jak i w chloroplasty. Plastydy posiadajg genom, ktory wystepuje
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w postaci wielu kopii kolistego DNA. Genom chloroplastowy jeczmienia jest kolista,
dwuniciowa czasteczkg DNA o dlugosci 136.462 pz. Zawiera on sekwencje ok. 140
genéw, w tym geny dla polimerazy RNA, tRNA, rRNA, podjednostki rybosomow
i biatek bedacych podjednostkami enzymoéw uczestniczacych w fotosyntezie (Pyke,
2007). Zarowno rozwoj plastydow, jak i inicjacja réznicowania plastydow w chloroplasty
pod wplywem $wiatta pozostajg pod kontrolg jadra komoérkowego, w ktorym kodowane
sg czynniki transkrypcyjne oraz wigkszo$¢ bialek wymaganych dla funkcjonowania
plastydow (Pyke, 2007; Sakamoto i in., 2008). Badania ultrastrukturalne wykazaty, iz
ros$liny albinotyczne zregenerowane z mikrospor zawieraja amyloplasty lub plastydy
zatrzymane w rozwoju, lecz nie zidentyfikowano przyczyn obserwowanych defektow
(Caredda 1 in., 2004). Wykazano, iz ro$liny albinotyczne uzyskane w procesie
androgenezy posiadaja delecje lub reorganizacje w genomie chloroplastowym (Day
i Ellis, 1985), jednakze zidentyfikowano takze ro$liny albinotyczne posiadajgce
niezmieniony genom chloroplastowy. Ro$liny te wykazywaty jednak zmiany w poziomie
transkrypcji lub zaburzenia w procesie translacji genow chloroplastowych (Ankele i in.,
2005). Nie stwierdzono dotad jednoznacznej przyczyny albinizmu u ro$lin zregene-
rowanych w procesie androgenezy, jak rowniez nie okreslono przyczyn regeneracji roslin
albinotycznych zaleznej od genotypu.

Glownym tematem badawczym realizowanym w roku 2018 w ramach zadania nr 25
byto sekwencjonowanie genomow plastydowych izolowanych w roznych dniach kultury
in vitro izolowanych mikrospor i androgenicznych regenerantéw jeczmienia. Celem
tematu byto okreslenie sekwencji i integralnosci genomow plastydowych dla sprawdzenia
czy przyczyng albinizmu ro$lin uzyskiwanych z androgenicznych zarodkow moga by¢
mutacje genowe i delecje/rearanzacje ich genoméw plastydowych i, jesli zmiany takie
majg miejsce, w jakim etapie kultury in vitro zachodzg. Dla ustalenia sekwencji
1 integralnosci genoméw plastydowych wykorzystano sekwencjonowanie NGS oraz
analize¢ bioinformatyczna uzyskanych wynikow. Przygotowane w 2017 roku biblioteki
NGS zostaty zsekwencjonowane w sekwenatorze [1lumina HiSeq 4000 w Centrum Analiz
Genomowych Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. Biblioteki te pochodzilty
zDNA wyizolowanego z mikrospor w stadium S$rednio-pdéznym (ML, tj. stadium
wykorzystywane do inicjacji kultury izolowanych mikrospor) oraz z androgenicznych
zarodkow w 21. i 46. dniu kultury in vitro. Analizowano takze plastydowe DNA
zielonych i albinotycznych regenerantéw orazl0-dniowych siewek. Badania prowadzono
w trzech powtorzeniach biologicznych dla dwdéch odmian jeczmienia jarego ‘Jersey’
i ‘Mercada’, ktore w kulturze izolowanych mikrospor wykazaly podobny poziom
regeneracji roslin ogdtem, lecz roznity si¢ poziomem regeneracji roslin zielonych.
Odmiana ‘Jersey’ produkuje ponad 90% zielonych regenerantow, podczas gdy ponad
90% regenerantdéw odmiany ‘Mercada’ to rosliny albinotyczne. Odmiany te wybrano na
podstawie wczesniejszych doswiadczen wykonanych w roku 2014 w Katedrze Genetyki
US w ramach niniejszego zadania.

Przeprowadzone analizy wykazaly brak r6znic w sekwencji chloroplastowego DNA
miedzy siewkami odmian ‘Morex’ (genom referencyjny), ‘Mercada’ i ‘Jersey’. Ponadto,
wykazano ze zielone regeneranty uzyskane w kulturach izolowanych mikrospor z odmian
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‘Mercada’ i ‘Jersey’ posiadaja genomy chloroplastowe identyczne jak siewki roslin
wyjsciowych. Co ciekawe jednak, stwierdzono znaczny poziom zmian w sekwencji
genomu chloroplastowego mikrospor in vivo w czasie pobierania materiatu do kultur
(stadium ML) oraz zarodkow w 21. dniu kultury. Zmiany te dotyczyty szeregu mutacji,
precyzyjnie zlokalizowanych we fragmencie genomu chloroplastowego obejmujacego
region od nukleotydu 35093 do 41800. Zidentyfikowane mutacje prowadzity do zmiany
sensu szeregu aminokwasoéw w genach aipA, rpsi4, psaB, psaAd, oraz zmian nukleotydow
w genach tRNA #rnM-CAU, trnR-UCU, trnS-GGA, trnlL-UAA i trnF-GAA. Mutacje
wystepowaly w genomach chloroplastowych mikrospor i 21-dniowych zarodkow
zarowno odmiany ‘Mercada’ jak i ‘Jersey’.

Co szczegoélnie interesujace, zarodki pochodzace z 46. dnia kultury odmiany
‘Mercada’ charakteryzowaly si¢ podobnym profilem mutacyjnym jak mikrospory w
stadium ML oraz zarodki w 21. dniu kultury tej odmiany, natomiast zarodki pochodzace
z 46. dnia kultury odmiany ‘Jersey’ posiadaly genom plastydowy identyczny jak
chloroplasty roslin wyj$ciowych, czyli bez mutacji, lub wykazywaty tylko kilka mutacji
cichych. Wykazano wigc, ze zarodki analizowane w 46. dniu kultury izolowanych
mikrospor znacznie roéznig si¢ pomiedzy odmianami ‘Jersey’ i ‘Marcada’. Zarodki
odmiany ‘Mercada’ posiadaly genomy plastydowe z mutacjami zmiany sensu
w kluczowych genach zwigzanych z fotosynteza oraz z translacjg biatek, natomiast
zarodki odmiany ‘Jersey’ posiadaly plastydy z genomami bez zmian mutacyjnych
prowadzacych do zmian w funkcji gendw. Co istotne, albinotyczne regeneranty obu
odmian (stanowigce tylko kilka procent regenerantow u odmiany ‘Jersey’ i ponad 90%
regenerantOw u odmiany ‘Mercada’) wykazaly istnienie zmian mutacyjnych
identycznych jak zmiany obserwowane w 46. dniu kultury u odmiany ‘Mercada’ .Na
podstawie uzyskanych wynikow mozna postawi¢ hipotezg, ze mechanizmy kontroli
i reperacji DNA w plastydach mikrospor jeczmienia sg zahamowane lub nie funkcjonujg
prawidtowo, co prowadzi do wystgpienia szeregu zmian mutacyjnych w ich genomach
plastydowych. W rezultacie, genomy plastydowe mikrospor wykazuja si¢ duza
zmienno$cig mutacyjna, jednak wsrod genomow zmutowanych identyfikuje si¢ rowniez
genomy o prawidlowej, niezmienionej sekwencji. W toku prowadzenia kultury, w dniu
21. dniu, ta zmienno$¢ mutacyjna obserwowana jest w dalszym ciggu zarowno u odmiany
‘Mercada’ jak i ‘Jersey’. W dalszym procesie prowadzenia kultury, u odmiany ‘Jersey’
nastepuje selekcja zarodkow z prawidtowymi genomami plastydowymi i w konsekwencji
dochodzi do regeneracji gtownie zarodkéow prawidlowo fotosyntetyzujacych.
W przypadku odmiany ‘Mercada’ taka selekcja nie ma miejsca — zarodki w 46. dniu
kultury bardzo czesto posiadaja zmutowane genomy plastydowe. W rezultacie wigkszos¢
zregenerowanych roslin odmiany ‘Mercada’ to mutanty plastydowe, niezdolne
do fotosyntezy.
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Badania nad zwigkszeniem odpornosci zyta na sporysz
1 na fuzarioze¢ ktoséw przez poznanie interakcji
pasozyt — zywiciel — srodowisko z wykorzystaniem
genetycznych zrodet odpornosci na Claviceps
purpurea 1 grzyby rodzaju Fusarium

The research on increasing resistance in rye to ergot and to Fusarium head blight
by studying the host-parasite-environment relationship using genetic sources of
resistance to Claviceps purpurea and Fusarium genus

Stowa kluczowe: Claviceps purpurea, ergot, Fusarium, genotyp, rye, sporysz, zyto
CEL BADAN

Celem prowadzonych badan bylo okreslenie interakcji pomigdzy czynnikami
wplywajacymi na wystgpienie wybranych choréb ktoséw zyta. Oceniano reakcje 90
genotypow zyta na porazenie przez Claviceps purpurea i grzyby rodzaju Fusarium.
Badania prowadzono w trzech Stacjach Hodowli Roslin (Choryn, Smolice, Wiatrowo)
oraz w Katedrze Fitopatologii i Nasiennictwa Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
W latach 2014-2018 tematyka poszczegdlnych badan obejmowata:

— pozyskanie izolatow grzybow patogenicznych oraz mikroorganizmoéw niepato-
genicznych wykorzystywanych w dalszych etapach badan,
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— ocena patogeniczno$ci, zmiennosci genetycznej, przynalezno$ci gatunkowej
patogenow oraz okreSlenie przynaleznosci gatunkowej i dziatania antagonistycznego
pozytecznych mikroorganizméw,

— ocena porazenia zyta przez grzyby i wystegpowania mykotoksyn,

— prowadzenie doswiadczen w roznych warunkach $rodowiska zudzialem roznych
genotypow w warunkach polowych,

— prowadzenie do$wiadczen w komorze wegetacyjnej i na mikropoletkach w celu
okreslenia interakcji patogen — genotyp zyta.

WYNIKI

W latach 2014-2015 z prob roslin pobieranych, z terenu Kujaw i Wielkopolski
uzyskano izolaty grzybow patogenicznych nalezacych do rodzaju Fusarium oraz grzybow
niepatogenicznych, potencjalnych antagonistow. W wyniku prowadzonych prac udato si¢
w roku 2014 si¢ uzyska¢ 15 izolatoéw grzyboéw nalezacych do rodzaju Trichoderma
(T. aureoviride 2 szt., T. brevicompactum — 2 szt., T. citrinoviride — 2 szt., T. hamatum
— 2 szt., T. harzianum — 2 szt., T. koningii, T. longipilis — 2 szt., T. pseudokoningii,
T. pubescens, T. strictipilis). Spo$rod grzybow nalezacych do rodzaju Fusarium
najczesciej izolowano gatunki: F. avenaceum, F. culmorum 1 F. graminearum. W 2015
wyizolowano grzyby powszechnie uznawane za patogeny, szczegélnie grzyby rodzaju
Fusarium. Izolowano réwniez grzyby rodzaju Bipolaris oraz Drechslera. W wyniku
prowadzonych prac wyizolowano tacznie ponad 130 izolatow. Ponadto oznaczono grzyby
nalezace do Acremonium sp. — 3 szt., Alternaria alternata — 14 szt., Aspergillus flavus
— 4 szt., Cladosporium cladosporioides — 8 szt., Epicoccum — 11 szt., Gliocladium sp.
— 7 szt., Mucor sp. — 6 szt., Penicillium sp. — 16 szt., Rhizopus sp. — 4 szt.,
Trichoderma sp. — 8 szt. Kultury C. purpurea uzyskiwano poprzez wylozenie
sklerocjow na pozywke PDA. W przypadku pozyskiwania izolatow C. purpurea sklerocja
pochodzity z 3 miejscowos$ci (Choryn, Smolice, Wiatrowo). Uzyskano 50 czystych kultur
C. purpurea. Sklerocja uzywane do pozyskanie patogenu zostaty zebrane z ktosow
roznych genotypow zyta.

Uzyskane izolaty niepatogenicznych grzybow testowane byly wobec C. purpurea
metodg szeregébw biotycznych (Manka, 1974) w celu wybrania najbardziej antago-
nistycznych izolatow. Na podstawie oceny indywidualnego efektu biotycznego (IEB)
stwierdzono, w 2014 roku, wzajemne zroéznicowanie oddziatywania migdzy badanymi 15
izolatami rodzaju Trichoderma a izolatami C. purpurea. Wartosci IEB, uzyskane
w trakcie badan byly wysokie i wahaty si¢ od +6 do +8. Uzyskane wyniki potwierdzity
wysokie zdolno$ci grzybow rodzaju Trichoderma w ograniczaniu wzrostu lub rozwoju
C. purpurea. W 2015 roku metodg szeregdw biotycznych (Manka, 1974) oceniano inne
izolaty grzybow niepatogenicznych. Stwierdzono zréznicowanie oddziatywania miedzy
badanymi izolatami réznych gatunkow (Acremonium alternatum, Epicoccum nigrum,
Gliocladium catenulatum, Mucor hiemalis, Penicillium adametzii, P. funiculosum,
P. nigricans, Trichoderma harzianum, T. viride i Zygorhynchus moellerii) a izolatami
C. purpurea. Wartosci IEB, wahaty sie od +4 do +8, w zaleznoS$ci od testowanego wobec
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C. purpurea gatunku. Uzyskane wyniki potwierdzity poglad o wystepujacej zalezno$ci
pomigdzy duzg szybko$cig wzrostu kultur a ich zdolno$ciami antagonistycznymi. W tym
doswiadczeni patogen C. purpurea charakteryzowal si¢ najwolniejszym wzrostem.
Potwierdzity si¢ rowniez wysokie zdolnos$ci antagonistyczne izolatow z rodzaju
Trichoderma.

Dla 50 izolatéw C. purpurea wyizolowano DNA. Nastepnie dla czgsci z nich
przeprowadzono reakcje PCR z uzyciem staterow ITS1/ITS4. Nastepnie produkt PCR
poddano sekwencjonowaniu. Poréwnanie wynikow z danymi programu BLAST
potwierdzily przynaleznos¢ do gatunku C. purpurea. Dla starterow serii URP udalo si¢
uzyska¢ zmienno$¢ wewnatrz gatunkowsg. Przeprowadzone reakcje z uzyciem starteréw
URP6R, URP4R, URP30F, URP25F, URPI7R, URP38F pozwolity dokonaé
pogrupowania izolatow. Nie udato si¢ wyodrebni¢ grup zwiazanych z innymi cechami np.
z pochodzeniem izolatow.

W trzech miejscowos$ciach (Choryn, Smolice, Wiatrowo) dokonano oceny porazenia
90 genotypoéw zyta przez grzyby rodzaju Fusarium w warunkach naturalnej infekcji oraz
w wyniku sztucznego zakazania. Badanie obejmowato 3 powtdrzenia. W pierwszym
i drugim roku oceniano wylgcznie naturalne porazenie, w kolejnych latach (2016, 2017,
2018) jedno powtorzenie podlegalo sztucznej inokulacji przez Fusarium culmorum
(2016), F. graminearum (2017) i F. poae (2018). Dla czgsci prob oceniano rowniez
wystepowanie  mykotoksyn (2014, 2015). Ocen¢ zawartoSci mykotoksyn
(deoksynivalenol (DON), zearalenon (ZEA)) w ziarniakach przeprowadzono przy uzyciu
testu ELISA.

Sredni procent zasiedlenia ziarniakoéw przez grzyby rodzaju Fusarium w zalezno$ci od
pochodzenia genotypoéw byl bardzo podobny i wynosit dla genotypow z Wiatrowa: 7,5%,
Smolic: 7,2% i Choryni: 7,1%. Z kolei $rednie porazenie dla 90 genotypow z zaleznosci
od lokalizacji do§wiadczenia bylo najwigksze dla Wiatrowa (16,7%) i Choryni (15,3%)
anajmniejsze dla Smolic (8,4%). Gatunkami Fusarium identyfikowanymi w trakcie
oceny byly F. graminearum, F. poae, F. avenaceum, F. culmorum, F. oxysporum i F.
equiseti. Ziarniaki w wyniku naturalnej infekcji najcze$ciej porazane byly przez F.
avenaceum (3,1%), nastepnie w kolejnosci malejacej przez F. graminearum (1,4%), F.
culmorum (1,2%) i F. poae (1,0%). Dominujagcymi gatunkami w poszczegolnych latach
badan byty: F. avenaceum (2015, 2016), F. graminearum (2014) i F. culmorum (2017,
2018). Sztuczne zakazanie kltoséw zyta w trakcie kwitnienia powodowato w przypadku
F. culmorum 1 F. graminearum odpowiednio 5,2 1 2,65 razy wicksze porazenie
ziarniakow niz w warunkach naturalnej infekcji. Z kolei zakazanie przez F. poae nie
spowodowalo wigkszego zasiedlenia ziarniakéw. Stwierdzono duze zréznicowanie w za-
siedleniu ziarniakéw zyta przez poszczegédlne gatunki rodzaju Fusarium, nie znaleziono
genotypu ktory nie byt zasiedlany przez grzyby tego rodzaju. W tabeli 1 przedstawiono
genotypy, w przypadku ktérych stwierdzono najmniejszy procent zasiedlenia przez
grzyby rodzaju Fusarium w poszczegdlnych latach badan.
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Tabela 1

Genotypy, w ktorych stwierdzono najmniejszy procent zasiedlenia ziarniakéw zyta przez grzyby
rodzaju Fusarium

. Lata
Poz}rll‘;‘tizeﬁle 2014 2015 2016 2017 2018
genotyp ponizej 10% ponizej 10% ponizej 10% ponizej 5% ponizej 1%

GRADAN WTD 32/14 NS135N/4 WM 34R WM 52R
WM 46R WTD 29/14 NSIN 0723 WTD 28/15 WTD 18/15
WM 41R WM 45/1 WM 52R NSIN T1
WM 45R ANTONINSKIE

WTD 21/15
NS 58N/08
WM 37/2
GRADAN
WM 60 R
WM 51R
WM 62R
DC 1431
SZK 15/13
DC 42
DC 63
DC 73
LS 256N/13
LS 266N/13
LS 229N/13
DC 92
HRSM 238-3R

PHR (Wiatrowo)

DL 15
DL 16
DC 104
DC 84
DC 97
DL 10

L 77/11
DC 63

DC 98
SZK 3N/12
DC 42

DC 1168

Danko (Choryn)

HRSM 102-4R HRSM 147-4R HRSM 181-4R HRSM 224-4R

HRSM 95-4R
HRSM 11-4R

HRSM 130-4R
HRSM 135-4R
HRSM 154-4R

HRSM 185-4R
HRSM 161-4R
HRSM 186-4R

HRSM 228-3R
HRSM 209-4R
HRSM 250-3R

Smolice HRSM 200-4R

HRSM 220-3R
HRSM 239-3R
HRSM 214-4R

Zawarto$¢ mykotoksyn we wszystkich probkach w odniesieniu do obu mykotoksyn
byta na bardzo niskim poziomie, zblizonym do bl¢du pomiarowego.

W trzech miejscowosciach oceniano porazenie 90 genotypow zyta przez C. purpurea
w warunkach naturalnej infekcji oraz w doswiadczeniu fungicydowym interakcje
pomigdzy genotypem, lokalizacja doSwiadczenia a ochrong fungicydowg w wystepo-
waniu sporyszu. W zebranym plonie wydzielano frakcje zawierajaca przetrwalniki
C. purpurea, na tej podstawie obliczono udziat sklerocjow w ogélnym plonie Zyta.
W doswiadczeniu fungicydowym zastosowano fungicyd Adexar Plus, w dwoch
terminach: poczatek kwitnienia najwczesniejszej odmiany oraz siedem dni pdzniej.
Czynnikiem pierwszego rzedu byl genotyp zyta (trzy genotypy, réznigce si¢ dtugoscia
kwitnienia), drugiego rzgdu zastosowanie fungicydu w réznych terminach (trzy poziomy:
poczatek kwitnienia najwczesniejszej odmiany , siedem dni pdzniej, rOwnoczesnie w obu
terminach). Dodatkowo w latach 20162018 dodano kombinacje z opryskiwaniem roslin
zawiesing zarodnikow Trichoderma sp.
W latach 20142018 stwierdzono duze réznice w porazeniu pomigdzy 90 genotypami
zyta uprawianymi w trzech miejscowosciach. Jego wystepowanie bardzo silnie zalezato
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od miejscowosci. Najwigksze ilosci sklerocjow stwierdzono w Smolicach — 3,85 mg
w 1 kg, mniej w Wiatrowie — 1,37 mg w 1 kg, a najmniej w Choryni 0,64 mg w 1 kg.
Nie stwierdzono roznic w wystgpowaniu sporyszu w zalezno$ci od pochodzenia
genotypu. W genotypach pochodzacych z PHR (Wiatrowo) bylo 0,47 mg sklerocjow
w 1 kg, z Danko (Choryn) 0,53 mg sklerocjow w 1 kg, a ze Smolic 0,52 mg sklerocjow
w1lkg. W latach tych wystgpily znaczne rdéznice w porazeniu poszczegolnych
genotypow, wystepowaly tez genotypy w ktdrych nie stwierdzono obecnosci sklerocji
C. purpurea (tab. 2).

Tabela 2
Genotypy w ktorych nie stwierdzono obecnosci sklerocjéw C. purpurea

Pochodzenie lata
genotypu 2014 | 2015 | 2016 |

2017 | 2018

WM 18 R WTD 16/15
WM31R WTD 21/15
WM 41 R WM 60R
WM 45 R DC 1289
WM 47 R NS94N/06
WM 50 R NS 5N07
WM 53 R NS 857N/95
WM 54 R

WTD 33/14

RPD 492

NS 94N/06

NS 58N/08

NS 135N/4
NS58/08

WM 52R
WTD 27/15

PHR

(Wiatrowo) Brak

DL 10
DL 11
DC 98
DC 88
DC 81

DL 13

LS 172N/10
TUR
D.GRADAN

DC 42
DC 12

brak

Danko

(Choryn) Brak

Smolice

Brak

HRSM 127-4R
HRSM 128-4R
HRSM 130-4R
HRSM 131-4R
HRSM 132 4R
HRSM 134-4R
HRSM 136-4R
HESM 138-4R
HRSM 140-4R
HRSM 141-4R
HRSM 142-4R
HRSM 143-4R
HRSM 144-4R
HRSM 147-4R
HRSM 150-4R
HRSM 153-4R
HRSM 155-4R
HRSM 156-4R

HRSM 162-4R
HRSM 165-4R
HRSM 169-4R
HRSM 181-4R

brak

brak

W przeprowadzonym w latach 2014-2018 doswiadczeniu z ochrong fungicydowa,
stwierdzono duze roznice w porazeniu pomiedzy miejscowosciami. W latach 2014-2015
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najwigcej sporyszu (w mg sklerocjow w 1 kg) stwierdzono: 1403,6 — Wiatrowie, 704,1
— Smolice 26,2 — Choryn. Podobng zalezno$¢ uzyskano w latach 2016-2018, z tym, ze
ilosé sklerocjow w mg w 1 kg byta nizsza i wynosita odpowiednio: 1,6; 1,1; 0,7. Srednio
dla wszystkich miejscowosci i lat najmniej sklerocjow byto w kombinacji, w ktorej
wykonano tylko 1 zabieg 7 dni po poczatku kwitnienia (492,6 mg sklerocjow w 1 kg
w latach 201420151 1,1 mg sklerocjow w 1 kg w 2016-2018). We wszystkich kombina-
cjach, w ktorych stosowano opryskiwanie plon ziarna byt wyzszy (od 7 do 7,35 kg
z poletka) niz w kombinacji nieopryskiwanej (6,75 kg z poletka). Zawartos¢ sklerocjow
w kombinacji z uzyciem zawiesiny Trichoderma sp. byla na podobnym poziomie jak
w kombinacjach z fungicydem i wynosita 1,2 mg w 1 kg.

Doswiadczenia zatozone w celu okreslenia interakcji patogen-genotyp zyta byto
prowadzone na odmianie Dankowskie Zlote. Do zakazenia w kolejnych latach uzywane
byly rozne izolaty rodzaju Fusarium. W okresie kwitnienia ro$lin zyta byly one
opryskiwane zawiesing zarodnikow odpowiedniego gatunku rodzaju Fusarium
(F. avenaceum, F. culmorum, F.graminearum, F.poae, F. equiseti). Dodatkowo
przewidziano kombinacje z wykorzystaniem izolatow rodzaju Trichoderma, ktdérymi
opryskiwano ro$liny zyta dwa dni po sztucznej inokulacji przy uzyciu zawiesiny
zarodnikow Fusarium. Sztuczna inokulacja roslin zyta zawiesing zarodnikoéw
odpowiedniego izolatu rodzaju Fusarium powodowala wigksze zasiedlenie ziarniakow
zyta przez ten gatunek. Wynosito ono dla F. avenaceum — 20,4%, F. culmorum —
22,7%, F. graminearum — 25,8%, F.poae — 12,8%, F. equiseti — 16,0%. Przy
zastosowaniu ochrony z wykorzystaniem izolatow rodzaju Trichoderma procent
porazenia ziarniakoéw zyta ulegal zmniejszeniu i wynosit dla F. avenaceum — 12,6%,
F. culmorum — 10,4%, F. graminearum — 16,9%, F. poae — 8,1%, F. equiseti —
9,1%. W komorze wegetacyjnej przeprowadzono doswiadczenie nad wplywem tempera-
tury na przebieg infekcji przez C. purpurea. Oceniano wplyw trzech temperaturach: 10,
15, 20°C. W trakcie kwitnienia rosliny opryskiwano zawiesing zarodnikow pochodzaca z
roznych izolatoéw. W temperaturze 10°C uzyskano 0,06 mg sklerocjow wl kg, w 15°C —
0,05 mg sklerocjow w 1 kg a w temperaturze 20°C — 1,1 mg sklerocjow w 1 kg.

WNIOSKI

1. Jedna ze skuteczniejszych metod pozyskiwania kultur C. purpurea jest uzyskiwanie
wzrostu grzybni wyrostej ze sklerocjow.

2. lzolaty Trichoderma harzianum, T. pseudokoningii, 1 T. viride oraz Penicillium
adametzii charakteryzowaly si¢ najwyzszym zdolno$ciami antagonistycznymi
(wyrazone najwyzszym IEB) wobec badanych izolatow C. purpurea.

3. Stwierdzono zréznicowang interakcje migdzy badanymi izolatami C. purpurea a izo-
latami grzybow niepatogenicznych.

4. Startery serii URP generujg produkty PCR réznicujace izolaty wewnatrz gatunku
C. purpurea.

5. Najwigkszy wplyw na porazenie zyta przez C. purpurea i Fusarium sp. ma lokali-
zacja do$wiadczenia.
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6. Wystepuja roznice w porazeniu badanych 90 genotypow zyta przez C. purpurea i
Fusarium sp. Nie znaleziono genotypow zyta, ktore byly odporne na porazenie przez
grzyby rodzaju Fusarium.

7. Sztuczne zakazanie ro$lin zyta zarodnikami konidialnymi C. purpurea lub izolatem
konkretnego gatunku grzyba rodzaju Fusarium zwigksza porazenie ziarniakow.

8. Opryskiwanie roslin zyta fungicydem w okresie kwitnienia nie ma negatywnego
wptywu na plon.

9. Opryskiwanie kwitngcych roslin zyta zawiesing zarodnikow Trichoderma dwa dni po
zakazeniu przez Fusarium powoduje obniZenie porazenia ziarniakow przez Fusarium sp.
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Identyfikacja czynnikow determinujacych
efektywnos$¢ otrzymywania podwojonych haploidow
zyta (Secale cereale L.) metodami androgenezy
1 krzyzowan oddalonych

Identification of factors determining the efficiency of doubled haploids production
in rye (Secale cereale L.) through androgenesis and distant crosses

Stowa kluczowe: androgeneza, glutation, haploidy, krzyzowania oddalone, programowana $mier¢
komorki, zyto

Celem nadrzgdnym proponowanego projektu bylo okreslenie przyczyn braku
podatnosci oraz identyfikacja czynnikdw warunkujagcych przelamanie barier haplo-
idyzacji zyta z wykorzystaniem dwoch metod: androgenezy w kulturach pylnikow i izolo-
wanych mikrospor oraz krzyzowan oddalonych zyta z kukurydza (Secale cereale L. ssp.
cereale x Zea mays L.). Celami posrednimi byty: (1) wybor optymalnej metody indukcji
haploidalnych zarodkéw zyta (androgenezy i/lub krzyzowan oddalonych), (2) ustalenie
optymalnych warunkoéw kietkowania i regeneracji zarodkow/kalusow dla uzyskania na
drodze androgenezy i/lub krzyzowan oddalonych roslin diploidalnych (DH) zyta, (3)
identyfikacja fizjologicznego podtoza warunkujgcego efektywna produkcje DH Zyta.
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Wyznaczone cele realizowane byty etapami:

— Temat badawczy 2015-2018: Ocena efektywno$ci haploidyzacji zyta metodami
androgenezy w kulturach pylnikéw 1 izolowanych mikrospor oraz krzyzowan
oddalonych z kukurydza.

— Temat badawczy 2015-2016: Okreslenie odpowiedniej fazy rozwoju gametofitu oraz
optymalizacja warunkow indukcji haploidalnych zarodkow zyta w wybranej w Zbl
metodzie.

— Temat badawczy 2016-2017: Optymalizacja warunkow kietkowania i regeneracji
zarodkow/kaluséw dla uzyskania roslin diploidalnych (DH) Zyta.

— Temat badawczy 2017-2018: Identyfikacja fizjologicznego podtoza warunkujacego
efektywng produkcje DH zyta.

Przeprowadzone badania nad haploidyzacja genomu wykonano na mieszancach
pokolenia F; (samopylnego oraz obcopylnego) zyta ozimego (Secale cereale L, ssp.
cereale) udostepnionych przez polskie spotki hodowli roslin. Testowano metody:
androgenezy w kulturach pylnikéw i izolowanych mikrospor oraz krzyzowan oddalonych
zyta z kukurydza.

Scharakteryzowano testowane techniki haploidyzacji w indukcji zarodkéw (kultury
pylnikowe, izolowanych mikrospor oraz krzyzowan oddalonych z kukurydza) i wybrano
najbardziej efektywna metodg. Na tej podstawie dokonano selekcji genotypdéw skrajnie
zroéznicowanych pod wzgledem podatnosci na haploidyzacje, ktore wykorzystano
nastgpnie, jako obiekty modelowe w badaniu fizjologicznego podtoza indukcji i regene-
racji DH zyta na dalszych etapach projektu. W ramach zadan badawczych okreslono: (1)
optymalng faze¢ rozwoju gametofitu zenskiego do indukcji haploidalnych zarodkow zyta
w metodzie krzyzowan oddalonych. Wykazano, ze na efektowno$¢ metody krzyzowania
oddalonego u zyta ma wptyw przede wszystkim genotyp, okres pomig¢dzy kastrowaniem
a zapylaniem (4 lub 6 dni) oraz rodzaj stosowanej auksyny (Marcinska i in., 2018); (2)
optymalng fazg rozwoju gametofitu meskiego do indukcji haploidalnych zarodkow zyta
w androgenezie. Wykazano wptyw genotypu roslin macierzystych i rodzaju wstepnego
traktowania ktosow na zywotnos$¢ oraz na $rednig ilo$¢ poszczegoélnych typoéw komorek,
bedacych w optymalnym stadium do =zainicjowania androgenezy (w stadium
jednojadrowym) oraz komorek inicjujacych rozwoj sporofitowy (po symetrycznym
podziale) w dniu izolacji z klosow; (3) warunki kietkowania i regeneracji
zarodkow/kaluséw dla uzyskania ro$lin diploidalnych (DH) zyta. Wykazano wplyw
zastosowanej pozywki indukcyjnej i1 regeneracyjnej na efektywnos$¢ androgenezy; (4)
zidentyfikowano fizjologiczne podloze warunkujace efektywna produkcje DH zyta.
Wykazano, ze na podatno$¢ na indukcje androgenezy ma wplyw endogenne stezenie
glutationu w tkance wegetatywnej liscia flagowego i w pylnikach. Przedstawiono, na
podstawie analizy aktywno$ci enzymow szlaku glutationowego, jak aktywowany jest
system antyoksydacyjny w pylnikach wyizolowanych z ktosow poddanych traktowaniu
wstepnemu w odniesieniu do efektywnos$ci indukcji androgenezy i regeneracji.

Czynnikami, ktore bardzo czgsto decydowaty o przebiegu kultury w przedstawianych
doswiadczeniach byly (1) genotyp ro$liny macierzystej, (2) interakcja pomig¢dzy
genotypem i traktowaniem wstepnym kloséw oraz (3) interakcja pomigedzy genotypem,
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traktowaniem wstepnym klosé6w oraz rodzajem zastosowanej pozywki indukcyjnej
i regeneracyjnej. Wykazano, ze genotypowe uwarunkowanie podatnosci na androgenezg
zalezy od wydajnosci system antyoksydacyjnego, w tym endogennego stezenia glutationu
oraz aktywnosci badanych enzymoéw metabolizujacych ten niskoczasteczkowy
antyoksydant (Zielinski i in., 2017, 2018 a,b).

Zastosowane modyfikacje traktowania wstgpnego klosow (niska temperatura, stres
osmotyczny, tagodzenie stresu oksydacyjnego lacznie z chemiczng modyfikacja
aktywnos$ci enzymu metabolizujgcego glutation) podtrzymywaly zywotnos¢ komorek
oraz chronity DNA jadrowe w mikrosporach przed fragmentacjg (Zielinski i in., 2017,
2018c). Dodatkowo, optymalizacja sktadu pozywek na etapie indukcji (glutamina,
arabinogalaktany, zwigzki miedzi, wegiel aktywowany, phytagel) 1 regeneracji
(arabinogalaktany, zwigzki miedzi) istotnie wplyneta na indukcje procesu androgenezy
oraz regeneracj¢ roslin DH zyta z uzyskanych struktur androgenicznych. Zaproponowane
w projekcie warunku kultury in vitro (w kulturach pylnikow oraz izolowanych
mikrospor) poskutkowaly przetamaniem opornosci/podniesieniem efektywnos$ci
parametrow indukcji AS/SP i regeneracji Ry u wszystkich linii. W przypadku kultur
zawiesinowych mikrospor, istotnym okazato si¢ zastosowanie inhibitorow PCD in vitro,
co pozwolito na przetamanie opornosci u linii opornych i kilkukrotne podniesienie
efektywnosci procesu indukcji androgenezy u linii podatne;j.

Analiza cytologiczna oraz molekularna, uzyskanych w kulturach pylnikow i izolo-
wanych mikrospor zarodkdéw, pozwolita na czeSciowe znalezienie przyczyny niskiej
efektywnosci procesu androgenezy. Zilustrowano, ze przyczyna nieprawidlowosci
rozwoju zarodkéw androgenicznych u zyta jest nie tylko fragmentacja DNA, ale takze
aktywnos$¢ proteolityczna enzymow PCD, w tym kaspazy 1.
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Haploidyzacja zyta — diagnostyka molekularna
oraz wptyw nanomolekut na wspomaganie indukcji
1 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

Stowa kluczowe: androgeneza, kultury pylnikow, markery ISSR i RAPD, zyto

Zdolno$¢ do regenerowania form haploidalnych jest uwarunkowana genetycznie
ipowoduje silne zroznicowanie w liczbie otrzymywanych ro$lin haploidalnych
poszczegdlnych gatunkdéw, a nawet genotypow tego samego gatunku. W pracach
dotyczacych kultur pylnikéw i izolowanych mikrospor podkres$lana jest konieczno$é
poszukiwania nowych rozwigzan metodycznych niezbednych dla przetamania braku
zdolnosci regeneracyjnych u tzw. ,,opornych genotypéw” (Shahinul Islam i Tuteja, 2012).
Parametry odpowiedzi w kulturze pylnikdw i izolowanych mikrospor sg cechami
ilo§ciowymi kontrolowanymi przez geny jadrowe. Dla jeczmienia, owsa, pszenzyta i ryzu
opisano markery oraz QTL powigzane z otrzymywaniem podwojonych haploidow (Chen
i in., 2007; Kiviharju i in., 2004). Zyto jest gatunkiem, u ktorego prowadzono badania
nad tlem genetycznym i QTL odpowiedzialnymi za odpowiedz w kulturach tkankowych
— TCR tissue culture responce (Bolibok i in., 2006; Targonska i in., 2013).
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Do badan realizowanych w zadaniu nr 86 wykorzystano materiaty hodowlane
o0 zréznicowanym pochodzeniu oraz odmiany populacyjne z polskiej hodowli:

1. materialty hodowlane: NS16134/4, NS16135/1, NS16135/2, NS16137/7, NS16143/6,
NS16144/1, NS16149/1, NS16153/2, NS16153/4, NS16156/4, S01175/17,
S01176/17, S01179/17, S01185/17, S01216/17, S04284/17, S04298/17, S04319/17,
S04329/17, S04351/17,

2. odmiany populacyjne: Antoninskie, Dankowskie Amber, Dankowskie Diament,
Dankowskie Skand, Dankowskie Ziote, Horyzo, Pastar, Piastowskie, Poznanskie,
Rostockie, Stowianskie.

TEMAT BADAWCZY 1

Ocena polimorfizmu DNA i poszukiwanie markeréw RAPD i ISSR powiazanych

z odpowiedzig zyta w kulturach pylnikow

Celem tematu badawczego 1 byla ocena polimorfizmu DNA za pomocg markeréw
RAPD i ISSR oraz poszukiwanie markerow DNA powigzanych z efektywnoscig indukcji
androgenezy i regeneracji roslin zielonych w kulturach pylnikéw 31 genotypdéw zyta dla
selekcji genotypdéw o wysokiej podatnosci na haploidyzacje. Do analizy polimorfizmu
DNA technikg RAPD (Random Amplified Polymorpfic DNA) zastosowano 30 starterow
10 nukleotydowych o losowej sekwencji, ktore wybrano na podstawie literatury i badan
wilasnych. (Bolibok i in., 2007; Broda i in., 2008; Cwiklinska i in., 2010; Kiviharju i in.,
2004). Genomowy DNA zostal poddany rowniez analizie ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) z zastosowaniem 30 starterow reakcji wybranych na podstawie literatury
(Bolibok i in., 2007; Hackauf i Wehling, 2002; Saal i Wricke, 1999).

W wyniku przetestowania 60 starterow (30 losowych dla RAPD i 30 o wybranej
sekwencji nukleotydow dla ISSR) stwierdzono, ze w reakcjach ISSR otrzymywano
wyzszg liczbg produktéw, a wyniki analiz byly bardziej powtarzalne. Podobienstwo
genetyczne badanych 31 obiektow zyta miescito si¢ w zakresie od 5,3% pomiedzy
odmiang Horyzo a linig NS16153/2 do 85,7% pomigdzy odmiang Antoninskie
i Poznanskie. Analiza otrzymanych dendrograméw UPGMA (Unweighted Pair Group
Method of Aritmetic Means) wykre$lonych na podstawie podobienstwa genetycznego
pozwolila na wyrdznienie 5 gtownych grup podobienstw pomiedzy badanymi 31
obiektami zyta (rys. 1 i 2). Otrzymane dendrogramy odzwierciedlaly podobienstwo
genetyczne badanych form i ich pochodzenie (rys. 11 2).
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Rys. 1. Dendrogram przedstawiajacy podobienstwo genetyczne (GS — genetic similarity) pomiedzy
badanymi genotypami zyta otrzymany na podstawie polimorfizmu DNA
z zastosowaniem 30 starterow RAPD
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Rys. 2. Dendrogram przedstawiajacy podobienstwo genetyczne (GS — genetic similarity) pomiedzy
badanymi genotypami zyta otrzymany na podstawie polimorfizmu DNA
z zastosowaniem 30 starteréw ISSR
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TEMAT BADAWCZY 2

Weryfikacja opracowanej metodyki prowadzenia kultur pylnikéw w aspekcie
powtarzalno$ci rezultatéw i mozliwosci aplikacji dla szerokiego spectrum
genotypow zyta

Celem tematu badawczego 2 byta ocena wptywu traktowania wstgpnego ktosow zyta
(temperatura 4°C) oraz pozywki C17 i 190-2 na indukcj¢ androgenezy i regeneracj¢
ros$lin w kulturach pylnikow zyta. W trakcie realizacji tematu badawczego 2 wytozono
20 000 pylnikow z 200 ktosow, w tym 10.000 z linii nonrestorerowych zyta i 10 000
z mieszancéw pokolenia SO wyprowadzonych w ramach uslug badawczych, z ktorych
otrzymano 87 kaluséw mikrosporowych i 3 rodliny zielone. Srednia efektywnosé
androgenezy na 100 wyltozonych pylnikow dla 20 badanych genotypow zyta, wynosila
0,43%, a efektywnos$¢ regeneracji roslin 0,01%. Kultury pylnikowe zaktadano w 2 wa-
riantach traktowania wstepnego ktosow i pylnikow zyta na 2 pozywkach indukujacych
androgenez¢ w kulturach pylnikow — pozywce C17 zawierajacej mieszaning auksyn
1 mg/ 2,4-D i 1 mg/l dikamby i 190-2 z takg samg kombinacjg auksyn. Najwyzszg liczbe
pylnikow tworzacych struktury androgeniczne zaobserwowano dla genotypu S04351/17
— 32 kalusy mikrosporowe. W kulturach pylnikow tego genotypu najwyzsza indukcje
androgenezy zaobserwowano na pozywce C17 po 14 dniach przechowywania klosow
w temperaturze 4°C. Najwyzszg liczbe zregenerowanych roslin zaobserwowano dla
genotypu S01175/17 — 2 ro$liny po 21 dniach w 4°C na pozywce 190-2. Dla 10
badanych linii nonrestorerowych zyta nie zaobserwowano indukcji androgenezy
i regeneracji roslin na obu pozywkach po traktowaniu zalozonych kultur pylnikowych
temperaturg 4°C przez 21 dni.

Traktowanie S$cigtych klosow zyta temperatura 4°C przez 21 dni bylo naj-
efektywniejsze dla indukcji androgenezy w kulturze pylnikow na pozywce Cl17
z mieszancéw pokolenia SO. Indukcja androgenezy w kulturach pylnikow zyta byta
prawie dwukrotnie wyzsza po 21 dniach w 4°C — 46 reagujacych pylnikéw niz po 14
dniach w 4°C — 24 reagujace pylniki mieszancéw SO Zzyta. Po traktowaniu klosow
temperaturg 4°C przez 21 dni zregenerowaly 3 ro$liny zielone w poréwnaniu z brakiem
regeneracji roslin zielonych po chtodzeniu ktoséw mieszancow SO zyta przez 14 dni
w 4°C.

Na podstawie oceny efektywnos$ci indukcji androgenezy i regeneracji ro$lin w kul-
turach pylnikow 20 genotypow zyta stwierdzono, ze traktowanie pylnikow temperaturg
4°C przez 21 dni wptynelo inhibujaco na analizowane parametry androgenezy dla linii
nonrestorerowych zyta, ktore tworzyly struktury androgeniczne tylko na pozywce C17
po 14 dniach przechowywania ktoséw w temperaturze 4°C.
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Poszukiwanie markerow molekularnych genow
przywracania ptodnosci pytku u zyta
(Secale cereale L.) z CMS-Pampa

Identification of pollen fertility restoration markers in rye (Secale cereale L.)
with CMS-Pampa

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

Hodowla heterozyjna oraz produkcja nasion zyta bazuje na zjawisku cyto-
plazmatycznej meskiej sterylnosci (CMS) indukowanej przez cytoplazme typu Pampa
(Geiger i Schnell, 1970). Sterylno$¢ jest cechg dziedziczong od matki i charakteryzuje si¢
degradacja pylnikow oraz brakiem lub wystepowaniem $ladowych ilosci pytku. Aby
przywroci¢ wytwarzanie pytku w uzyskanych hybrydach niezbedne jest znalezienie linii
posiadajacych dominujgce, jadrowe geny przywracania plodnos$ci Rf (ang. restorer
genes). Dotychczasowe badania prowadzone w Niemczech wykazaly, ze gldéwny gen Rf
u linii restorerowej zyta L18 lokalizuje si¢ na chromosomie 1RS (Wricke i in., 1993),
atrzy geny o stabszym efekcie dziatania na chromosomach 3RL, 4RL i SR (Miedaner
iin., 2000). Inny dominujacy gen Rf wykryto na chromosomie 4RL u zyta odmiany Pico
Gentario i prymitywnego zyta iranskiego IRAN IX (Miedaner i in., 2000). W ramach
niniejszego projektu badana jest lokalizacja QTLi cechy w obrgbie materiatow
dostepnych w Polsce.
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CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

Celem badan bylo genotypowanie populacji mapujacej zyta RILS (RIL-A): NS
08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2 za pomoca markerow DArTseq oraz mapowanie
gendow utrzymania przywracania ptodnosci pytku typu PAMPA wraz ze wskazaniem
markerow zwigzanych z badang cecha.

OPIS WYNIKOW

Material ro$linny do analiz molekularnych stanowily lisScie populacji RIL-A:
NS 08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2. Wykonano 140 genotypowan wilgczajac
kontrole form rodzicielskich (8 powtorzen), powtdrzenia wewnetrzne (12 powtorzen
losowo wybranych preparatow) oraz kontrole w postaci pojedynczych roslin linii
sterylnych (10 linii sterylnych P1-10). W wyniku genotypowania uzyskano 40073
markerow DArTseq (marker SNP) oraz 92928 silicoDArT (marker dominujacy).
Wykorzystanie kontroli wewngtrznych oraz powtorzen umozliwilo weryfikacje
powtarzalnosci genotypowania, ktore wynosito okoto 99%.

Mapowanie genetyczne wykonane w programie MultiPoint UltraDense z wykorzy-
staniem obu typéw markerow (DArTseq, silicoDArT) umozliwito identyfikacj¢ siedmiu
grup sprzezen (LG1-LG7). Poszczegdlne LGs roznity si¢ miedzy sobg zarowno dlugoscia
jak 1 liczbg markerow szkieletowych, redundantnych oraz dodanych. Na mapie
genetycznej umieszczono 424 markery szkieletowe, 1564 redundantne (1988 tacznie dla
wszystkich LG) oraz 32270 markerow dodanych (interpolowane na mape¢). Opracowana
mapa genetyczna pokrywata 1051,8 ¢cM. Najwigksza grupa rozciggata si¢ na obszarze
189,3 ¢cM, a najmniejsza na 68,80 cM. Srednio na pojedyncza LG przypadato 60
markeréw szkieletowych, 223 markeréw redundantnych i 4610 markerow dodanych.
Najwigksza luke miedzy markerami stwierdzono w przypadku grupy LG2 i wynosita ona
27,5 ¢cM. Poszczegolne grupy sprzezen przypisano do chromosoméw zyta na podstawie
znanej lokalizacji markerow DArTseq oraz silicoDArT.

Mapowanie asocjacyjne wykonane w programie TASSEL 2z zastosowaniem
wielokrotnego modelu liniowego (MLM ang. Multiple Linear Model) wykazato, ze 144
markery DArTseq oraz silicoDArT sa asocjowane z genami przywracania ptodnosci
pylku u zyta z CMS-Pampa. Najwyzsza warto$¢ prawdopodobienstwo testowego dla
jednego z markeréw silicoDArT wynosita 2,64E-12 przy wartosci testu Bonferroniego
rownej 8,64E-07.
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Rys. 1. Graficzna reprezentacja mapy genetycznej populacji mapujacej RIL8 (RIL-A): NS 08135N/2 x
83/81 (78A-674 TUR.)/2. Na czerwono zaznaczono markery asocjowane z cecha przywracania
plodnosci pytku u zyta z CMS Pampa. Potencjalny obszar QTL okreslony na podstawie lokalizacji
markeréw asocjowanych z badana cecha przedstawiono w postaci czarnej linii
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Stopien asocjacji okreslany za pomocg wspotczynnika determinacji R* wahat si¢ od 0,768
do 0,347 co $wiadczyto o silnych asocjacjach identyfikowanych markeréw z badang
cecha. Markery asocjowane z cechg przywracania plodnosci pylku u zyta zaznaczono
na kolor czerwony na mapie genetycznej populacji mapujacej RIL8 (RIL-A):
NS 08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2 (rys. 1). Na podstawie ich lokalizacji
zaznaczono réwniez potencjalny obszar QTL badanej cechy.

WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

Dotychczasowe badania prowadzone w ramach niniejszego projektu wykazaty, ze w
materialach roslinnych dostepnych w Polsce dominujg geny przywracania ptodnosci
pytku z CMS-Pampa lokalizujace si¢ na chromosomach 1R i 4R. Pewng rol¢ odgrywaja
rowniez geny na 3R oraz 5R. W badaniach tych udowodniono wysoka zbieznos¢
wynikéw mapowania kompozytowego i asocjacyjnego. Mapowanie asocjacyjne dla
populacji mapujacej RIL8 (RIL-A): NS 08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2 potwierdza
wielogenowo$¢ cechy wykazujac, ze regiony odpowiedzialne za przywracanie ptodnosci
pytku u zyta z CMS Pampa mogg lokalizowa¢ si¢ na chromosomach 1R, 3R, 4R, 5R, 6R
oraz 7R. Uzyskany wynik jest zgodny z danymi literaturowymi.
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Poszukiwanie wspdlnych mechanizmow dziedziczenia
ptodnosci roslin z cytoplazmg CMS-C
oraz z cytoplazmg CMS-Pampa

Search of common genetic mechanisms determining fertility of plants with
cytoplasm CMS-C and CMS-Pampa

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylnos$é, odmiany mieszancowe, zyto

Zjawisko cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci wykorzystywane jest w komercyjnej
hodowli odmian mieszancowych wielu gatunkoéw roslin uprawnych. U Zyta znanych jest
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szereg zrodet cytoplazm sterylizujacych, ale w praktycznej hodowli dominuje
wykorzystanie odkrytej przez Geigera i Schnella (1970) cytoplazmy Pampa (CMS-P).
Zrédlo CMS-C odkryto w Szczecinie (Lapinski, 1972) i obecnie jest ono zaliczane
do grupy cytoplazm o nazwie Vavilovii (CMS-V). Realizacj¢ badan podj¢to z zamiarem
blizszego poznania podobienstw i rdznic w genetycznej determinacji meskiej sterylnosci
u zyta z cytoplazmg Pampa i cytoplazmg C.

Cele pracy to:

— poszukiwanie markeréw zwigzanych z genami przywracania ptodnos$ci w cytoplaz-
mach C i P na drodze mapowania sprze¢zeniowego oraz asocjacyjnego,

— walidacja wynikow bioinformatycznej analizy danych dotyczacych sekwencji DNA
mitochondrialnego z cytoplazm: normalnej, Pampa i CMS-C,

— okreslenie frekwencji roslin meskoptodnych i meskosterylnych w mieszancach
migdzy zrédtami CMS-C i CMS-P a populacjami zyta,

— ocena zdolnos$ci kombinacyjnej wybranych linii meskosterylnych z cytoplazmg C
na tle linii zawierajacych cytoplazm¢ Pampa.

Wyniki mapowania genetycznego w obrebie mieszancow migdzyliniowych oraz
odmian mieszancowych wskazujg na duze znaczenie genow zlokalizowanych na dtugim
ramieniu chromosomu 4R. Geny zlokalizowane w tym obszarze genomu zyta sa istotne
w kontrolowaniu meskiej ptodnosci zarowno w cytoplazmie Pampa, jak i C. Wynik ten
jest zgodny z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi (Miedaner i in., 2000;
Stracke i in,. 2003; Stojalowski i in., 2004; 2011; Hackauf i in., 2012). Dodatkowe geny
o niewielkich efektach fenotypowych zlokalizowane sg na kilku réoznych chromosomach,
a ich rozmieszczenie nie jest identyczne dla obu badanych cytoplazm. Przy ocenie
meskiej plodnosci pojedynczych roslin odmian mieszancowych, zaobserwowano, ze
w odmianie Skaltio i Konto udzial roslin pylgcych byt bardzo niewielki, wigcej
meskoptodnych roslin bylo w odmianie Tur, Stach i Picasso, a najwigcej w odmianie
Bono. We wszystkich tych odmianach udziat roslin meskosterylnych byt jednak nie
mniejszy niz 40%.

Poszukiwania mitochondrialnych czynnikow genetycznych wywolujacych meska
sterylno$¢ w cytoplazmach Pampa i C nie zakonczyly si¢ sukcesem. Zidentyfikowano
kilka polimorfizméw mtDNA, ale nie miaty one zwiazku z determinacjg zjawiska CMS.

Badania nad frekwencjg alleli sterylno$ci/plodnosci wykonano poprzez ocene
ptodnosci mieszancéw migdzy zréodtami CMS-C i CMS-P a europejskimi populacjami
zyta. Ocena plodnosci byta wykonywana wzrokowo przez caly okres kwitnienia Zzyta,
przy zastosowaniu skali bonitacyjnej opracowanej przez Geigera i Morgensterna (1975).
Badano trzy historyczne odmiany: z Rosji, Wegier i bytej Jugostawii oraz trzy populacje
hodowlane z Polski. Wigkszo$¢ badanych populacji bardzo dobrze przywracata ptodnosé
w systemie CMS-C, a stabo w CMS-P. Wyjatkiem byta jugostowianska populacja
Landsorte K9538, ktora charakteryzowala si¢ relatywnie duzg czgstotliwosciag
wystepowania genotypow dopehiajacych wzgledem cytoplazmy C (prawie 40%).

Oceng zdolnosci kombinacyjnej 30 linii meskosterylnych z cytoplazmami C (4 linie)
iP (26 linii) wykonywano w doswiadczeniach polowych trojpowtorzeniowych
zatozonych w dwodch miejscowosciach (Wiatrowo 1 Nagradowice) metoda losowanych
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blokéw. Obiektami badawczymi w do$wiadczeniach byly mieszance wyzej wymienio-
nych linii meskosterylnych z populacjg syntetyczng SR27. Wielko$¢ poletek
do$wiadczalnych do zbioru wynosita 5 m*. Wykonano oceng wielkosci plonu, wylegania
przed zbiorem, porazenia przez rdz¢ brunatng i wysokosci roslin. Poza badanymi 30
mieszancami eksperymentalnymi w doswiadczeniu badano dwie odmiany wzorcowe:
KWS Serafino F; i KWS Binnto F;. Wszystkie badane w 2018 roku linie dawaty
mieszance plonujace wyraznie gorzej niz odmiany wzorcowe. Plony mieszancéw
eksperymentalnych stanowity od nieco ponad 60% do niespelna 85% $redniego plonu
wzorcoOw. Mieszance eksperymentalne z udziatem trzech linii me¢skosterylnych z cyto-
plazma C nalezaly do najstabiej plonujacych — ponizej 70% wzorcow. Podobny poziom
plonowania odnotowano dla o$miu mieszancoéw eksperymentalnych z cytoplazma Pampa.
Najlepszy wynik data linia ZUT 160086P — ponad 75% plonu wzorca. Pod wzgledem
pozostatych badanych w do$wiadczeniu cech uzytkowych mieszance z cytoplazmg C
ocenione zostaty na poziomie zblizonym do tych, w ktoérych formy mateczne zawieraty
cytoplazmg¢ Pampa.

WNIOSKI Z BADAN

1. Odmiany mieszancowe zyta s3 wewngtrznie zrdéznicowane pod wzgledem
przywrocenia meskiej plodnosci.

2. Geny kontrolujagce przywracanie ptodnosci u zyta z cytoplazmami Pampa i C sa
zlokalizowane na roznych chromosomach, a najwigksze znaczenie majg geny
z dtugiego ramienia chromosomu 4R.

3. We wszystkich ocenionych populacjach zyta z Polski i innych krajéw Europy
przewazaly genotypy przywracajace meska plodnos¢ w  systemie CMS-C,
a utrzymujace mgska sterylno$¢ w systemie CMS-P.

4. Badane linie m¢skosterylne z cytoplazmami C i P dawaty mieszance plonujgce stabiej
niz zarejestrowane odmiany wzorcowe.

5. Pod wzgledem wysoko$ci, wylegania i porazenia przez rdz¢ brunatng genotypy
z CMS-C nie r6znity si¢ od tych z cytoplazmg Pampa.
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Badania wewngtrznej struktury genetycznej odmian
zyta oraz dziedzicznego podtoza efektu heterozji

Study on internal genetic structure of rye cultivars and genetic background
of heterosis

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

Hodowla heterozyjna zyta zostala zapoczatkowana w latach 70. XX wieku,
a rejestracja pierwszych odmian mieszancowych miata miejsce w Niemczech w polowie
lat 80. Strategia prac hodowlanych w Niemczech opracowana zostata na Uniwersytecie
Hohenheim i od poczatku zaktadata wydzielenie dwoch heterotycznych pul genetycznych
(Geiger, 1985) dla komponentéw matecznych (Petkus-pool) i ojcowskich (Carsten-pool).
Poczatkowo hodowla komponentow rodzicielskich dla mieszancéw polegata na tworze-
niu linii wsobnych na drodze powtarzanego samozapylenia roslin reprezentujacych obie
pule genetyczne, nastgpnie nowe linie wsobne tworzono w oparciu o mieszance miedzy
wczesniej otrzymanymi najlepszymi (elitarnymi) liniami wsobnymi (Fischer i in., 2010).
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Jednoczesne krzyzowanie najlepszych linii wsobnych w obrebie jednej puli genetycznej
w polaczeniu z selekcja najlepszych genotypoéw nieuchronnie prowadzi¢ musi
do zawezenia zmienno$ci genetycznej w obrebie heterotycznych pul (Duvick i in., 2004).
W konsekwencji nieuniknione jest zahamowanie dalszego postepu biologicznego
w hodowli mieszancéw polgczone ze wzrostem podatnosci odmian mieszancowych
na biotyczne i abiotyczne stresy srodowiskowe. Dlatego tez niezbedny jest systematyczny
doptyw nowych genéw do kazdej z heterotycznych pul genowych. Realizacja tego
zadania w sposob planowy wymaga wiedzy na temat struktury genetycznej aktualnie
uprawianych i historycznych odmian, oceny wplywu zroznicowania genetycznego
na wartos$¢ gospodarczg populacji i szeregu innych badan.

Celami realizowanych badan byta:

— ocena zmienno$ci genetycznej wystepujacej w obrebie odmian populacyjnych

1 mieszancowych,

—ocena w warunkach polowych warto$ci gospodarczej populacji syntetycznych

o zréznicowanej strukturze genetycznej,

— wytworzenie pokolenia S; linii introgresyjnych zyta.

Analizami genetycznymi obj¢to pig¢ odmian zyta — trzy populacyjne (Armand,
Dankowskie Granat i Horyzo) oraz dwie mieszancowe (Skaltio F1 i Stakkatto F1).
Do badan wykorzystano 90 losowo wybranych ro$lin z kazdej odmiany. Przeprowadzono
analizy z uzyciem techniki DArTseq oferowanej przez firm¢ Diversity Arrays
Technology Pty jako komercyjny wariant metody GBS (ang. Genotyping by Sequencing).
Analizy podobienstwa genetycznego wykonywano w programie NTSys2.2, a dendryty
ilustrujace podobienstwo genetyczne skonstruowano w oparciu o wyniki DArTseq przy
uzyciu metody UPGMA. Analizy DArTseq dostarczyly informacji o 65534 markerach
Silico-DATT. Zakres podobienstwa genetycznego migdzy roslinami odmiany Armand
miescit si¢ w granicach od 0,73 do 0,84. Dla odmiany Dankowskie Granat zakres
zmienno$ci wspotczynnikdw podobienstwa byt bardzo podobny — od 0,74 do 0,83.
W obu tych odmianach populacyjnych nie zaobserwowano obecnosci wyraznie
wydzielonych grup skupien. Odmiana Skaltio F1 charakteryzowala si¢ najmniejszym
wewnetrznym zroéznicowaniem genetycznym. Warto$ci wspotczynnikéw podobienstwa
genetycznego dla pojedynczych roslin tej odmiany miescity si¢ w granicach od 0,81 do
0,92. Nieznacznie wigksze wartosci wspolczynnikow zmiennosci zaobserwowano u
odmiany Stakkato F1, miescity si¢ one w granicach od 0,77 do 0,91. W obu odmianach
mieszancowych najnizsze wartosci wspotczynnikow podobienstwa dotyczyty nielicznych
ro$lin wykazujacych odrgbnos¢ od dominujacej grupy genotypow charakterystycznej dla
danej populacji. Ogoélnie w odmianach populacyjnych badanych w 2018 roku
obserwowano nieznacznic wigkszg zmienno$¢ genetyczng niz w odmianach
mieszancowych.

Jesienig 2017 roku wysiano, w trzech powtdrzeniach i w dwodch lokalizacjach
(Wiatrowo, Nagradowice), do§wiadczenie polowe z szeScioma populacjami syntetycz-
nymi zyta. Do§wiadczenie zaprojektowano w uktadzie blokéw losowych, powierzchnia
poletek wynosita 5 m’. Jako wzorce odmianowe w doswiadczeniu wykorzystano dwie
odmiany mieszancowe (Binnto F1 i Serafino F1) oraz jedng odmiang populacyjng —
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Antoninskie. W doswiadczeniu wykorzystano tez 6 eksperymentalnych mieszancow
F, z cytoplazmg Pampa. Lacznie badano 15 obicktow doswiadczalnych. Oceniano
plon ziarna z poletka (w przeliczeniu na wilgotnos¢ 15%), wysokos$¢ roslin,
wyleganie przed zbiorem oraz porazenie przez rdz¢ brunatng. Dwie wzorcowe
odmiany mieszancowe plonowaty najlepiej ze wszystkich obiektow badanych
w doswiadczeniu. Poziom plonowania sze$ciu populacji syntetycznych byt niski.
Nawet najlepiej plonujgce syntetyki SYN 4 i SYN 5 nie doréwnywatly odmianom
wzorcowym (zaro6wno mieszancowym, jak i odmianie populacyjnej Antoninskie).
W poréownaniu do kilku najstabszych eksperymentalnych mieszancéw F;, najlepsze
syntetyki plonowatly nieco lepiej. Najstabiej plonujgcym obiecktem doswiadczenia byt
syntetyk SYN 3. Jego plon byl o ponad polowe mniejszy niz plony dwoch
wzorcowych odmian mieszancowych.

Badane ro$liny z populacji syntetycznych byly wzglednie niskie. Ich wysoko§¢
byla zblizona do poziomu dwoch mieszancowych odmian wzorcowych. Wzorzec
populacyjny byl wyraznie wyzszy od Binntto F1 i Serafino F1 oraz od badanych
populacji syntetycznych. Najwyzszym obiektem do$wiadczenia byl jednak jeden
z eksperymentalnych mieszancow F; (LS 336P/15).

Wyleganie w do§wiadczeniach mialo miejsce na bardzo niewielkg skalg. Podczas
eksperymentu polowego w Wiatrowie wylegania w ogole nie zaobserwowano. Lekkie
pochylenie roslin miato miejsce w Nagradowicach — w granicach od 7,3 do 8,0 w 9.-
punktowej skali bonitacyjne;j.

W wyniku $cistego chowu wsobnego, w stacji doswiadczalnej Zachodnio-
pomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie uzyskano nasiona
pokolenia S; zestawu 90 linii introgresyjnych. Obserwowano objawy depresji
wsobnej zwigzane z wymuszonym samozapyleniem linii. Linie wysiano w polu
w celu kontynuowania prac.

WNIOSKI

1. Badane odmiany populacyjne charakteryzowaly si¢ nieznacznie wigkszym
wewngetrznym zrdznicowaniem genetycznym niz odmiany mieszancowe.

2. Wytworzone populacje syntetyczne plonowaly stabo w poréwnaniu do odmian
wzorcowych.

3. Zaobserwowano zrdznicowanie w warto$ci gospodarczej badanych syntetykow —
wyniki najlepsze i najgorsze otrzymano dla syntetykow dwuliniowych.

4. Wytworzony zestaw introgresyjnych linii wsobnych zyta w pokoleniu S;
charakteryzowal si¢ obnizong zywotno$ciag w poréwnaniu do mieszanca
wyjs$ciowego.
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Badanie reakcji mikrospor zyta na stres 1 warunki
kultury in vitro

The study on rye microspore reaction to stress and in vitro culture conditions

Stowa kluczowe: androgeneza, in vitro, mikrospory, podwojone haploidy, regeneracja, zyto

Celem zadania jest: okreslenie wptywu zastosowanych stresoOw przeprogramowania
mikrospor 1 warunkow kultury (rodzaj pozywki) na indukowanie androgenezy,
jako$ciowa (rosliny zielone i albinotyczne) i ilo§ciowa regeneracj¢ roslin oraz okreslenie
alternatywnego do kolchicyny sposobu podwajania liczby chromosoméw wsrod
otrzymanych regenerantow. Zadanie obejmowalo 4 zagadnienia.

ZAGADNIENIE 1

Analiza wplywu réznych czynnikéw stresowych na indukcje androgenezy. Celem
badan bylo sprawdzenie zréznicowania reakcji mikrospor na 9 rodzajéw stresu
przeprogramowujacych ich rozwdj gametofitowy w Kkierunku sporofitowego
Potwierdzono znaczenie odpowiednio dobranego rodzaju stresu dla efektywnosci
indukowania androgenezy w kulturach pylnikéw zyta. Linie 5 i 8 zareagowaly wyraznie
lepiej w poréwnaniu do linii 6, niezaleznie od zastosowanego stresu. Wyraznie Zzle
reagowaty pylniki wszystkich genotypow na stres z zastosowaniem HNA w potaczeniu
zBAP i 2,4-D. Najlepsze wyniki dla linii 5 i 8 otrzymano w wyniku dzialania stresu
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4°C/21 dni oraz chlodzenia pedow z ktosami i ich prekultury w roztworze mannitolu
przez 7 dni/4°C. Obok chlodu istotne znaczenie miato zastosowanie, jako prekultury
mannitolu lub pozywki SolA (Corondaro i in., 2005). Uzyskane dane wskazujg, ze te
stresy byly najbardziej uniwersalne.

Roézna reakcja na zastosowane stresy stwarza konieczno$¢ zbadania i dostosowania
stresu do konkretnego genotypu. Uniwersalnym typem stresu jest chlodzenie pgdow
zklosami przez 21 dni oraz chtodzenie peddéw z klosami w potaczeniu prekulturag
pylnikow w roztworze mannitolu lub pozywce SolA.

ZAGADNIENIE 2

Zbadanie wplywu czynnikow stresowych i skladu pozywek na zjawisko

albinizmu regenerantéw. Celem prac bylo okreslenie mozliwosci ograniczenia

zjawiska albinizmu poprzez dobor stresu inicjujacego androgeneze oraz
modyfikacje skladu pozywek zastosowanych na etapie indukcji procesu

Poziom regeneracji wahat si¢ w granicach od 0 do ponad 20 ro$lin (zielone +
albinotyczne) na 100 wylozonych pylnikéw, w zaleznosci od genotypu, rodzaju stresu
i stosowanej pozywki. Wytypowano genotypy o wysokim potencjale regeneracyjnym
(linie 5 i 8) oraz takie, dla ktorych mozliwe bylo otrzymanie kilku ros$lin, tylko
w niektorych kombinacjach stresowych. Poziom albinizmu wahat si¢ od 0 do 10,5%,
w zaleznos$ci od rodzaju zastosowanego stresu i pozywki. Najwyzszy odsetek roslin
bezchlorofilowych, otrzymano dla stresow chiodu i chlodu + prekultura w mannitolu
w linii 5, zwlaszcza w kombinacji z pozywka KBP (Kumlehn i in. 2006). Dla linii 8,
po zastosowaniu stresu chtodu + prekultura na pozywce SolA regeneracja albinoséw byta
na zblizonym poziomie ok. 3,8% na obu badanych pozywkach (190-2 (Pauk i in. 1991)
i KBP). Zastosowanie pozywki KBP przyniosto wzrost wydajnos$ci regeneracji ro$lin, ale
nie wptyneto na zredukowanie zjawiska albinizmu.

Genotyp ma kluczowe znaczenie dla efektywnosci procesu androgenezy, regeneracji
roslin oraz poziomu albinizmu, niemniej jednak poprzez odpowiedni dobor warunkow
zewngtrznych mozliwe jest wptywanie na powyzsze parametry. Rodzaj stresu ma wpltyw
na liczb¢ roslin albinotycznych u konkretnych genotypow. Pozywka KBP istotnie
poprawia wydajno$¢ regeneracji ro$lin, dla niektorych genotypow i1 zastosowanych
stresow.

ZAGADNIENIE 3

Zbadanie wplywu ustalonego stresu, warunkow kultury i systemu podwajania

liczby chromosoméw na liczbe regenerowanych zielonych roslin. Morfologiczna

i cytometryczna charakterystyka oraz ocena poziomu plodno$ci otrzymanych

regenerantow

Odsetek osobnikéw diploidalnych po analizach cytometrycznych wynosit 72%. Nie
uwidocznit si¢ zwigzek pomiedzy czgstotliwoscig spontanicznej diploidyzacji a geno-
typem. Réznice w ogdlnym pokroju, intensywnosci wzrostu i rozwoju pomigdzy liniami
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w obrebie genotypu, obserwowano niezaleznie od zastosowanego czynnika stresowego.
Wystepowata duza rozpigto$¢ w liczbie wytworzonych pedow, dlugosci zdzbta oraz
dlugosci ktoséw. Okoto 5% linii odznaczato si¢ zréznicowaniem morfologicznym
obejmujgcym min. skrocenie zdzbta, sektorialne zmiany w budowie kltosa, zaburzenie
pokroju, trudnosci z wyktoszeniem, spowolniony wzrost, degeneracj¢ pylnikow, wysoki
udziat pylku sterylnego. Plodne rosliny stanowity od 16% do 75% dla roznych linii.
0d 30% do 60% osobnikéw wykazywalo czesciowa plodnosé. Czgsto ziarniaki byty
pomarszczone 1 mniejsze w poréwnaniu do tych z roslin donorowych, a efektywnos¢ ich
zawigzywania wynosita od 1 do 47/na ro$ling. Liczba nasion w klosie byta wyzsza
w wyniku swobodnego przypylenia.

Cytometryczna ocena diploidyzacji regenerantow wykonana wg Galbraith i in. (1983)
nie przeklada si¢ na plodno$§¢ oceniong na etapie pelnej dojrzalosci. Plodnos¢
regeneratow 1 efektywnos$¢ zawigzywania ziarniakow nie sg zwigzane z rodzajem stresu
indukujacego androgenezg.

ZAGADNIENIE 4

Ocena wplywu herbicydow antymitotycznych na podwajanie liczby

chromosoméw w kulturach in vitro — badania wstepne (drugi rok). Badania

obejmowaly przetestowanie wytypowanych w roku ubieglym inhibitor6w mitozy
na przezywalnos$¢ androgenicznych roslin

Odnotowano wysoka $miertelno§¢ wsrod mtodszych roslin (ok 2 cm) powodowana
toksycznym dziataniem antymitotykow, tj. 5 uM oryzaliny — Os oraz 10uM trifluraliny
— Tio. Negatywny wptyw stosowanych zwiazkow w tej grupie eksplantatow objawial si¢
zo0tknigciem, brazowieniem tkanek, w wyniku czego dalszy rozwo6j roslin ulegat
czgsciowemu spowolnieniu lub zahamowaniu — $miertelno$¢ regenerantow wzrastata
wraz z wydluzeniem czasu ekspozycji. Po zastosowaniu T, zamarlo 42,5% ecksplan-
tantow oraz prawie 50% w przypadku Os, podczas gdy w kontroli zaledwie 7%.
Natomiast w grupie starszych eksplantatow — tj. ukorzenionych roslin, nie znaleziono
powigzania miedzy liczba regenerantow, ktore przezyty/wypadly po wysadzeniu
do gleby, a rodzajem antymitotyku i czasem jego ekspozycji. Na etapie wysadzania
do gleby obserwowano zamieranie gtéwnie roslin rachitycznych, obecnych rowniez
w badaniu kontrolnym.

Przezywalno$¢ eksplantatow poddawanych dziataniu antymitotykow w formie
herbicydéw na pozywkach w warunkach in vitro jest zalezna od ich stadium
rozwojowego. Oryzalina wykazuje silniejsze dzialanie fitotoksyczne w poréwnaniu
do trifluraliny na etapie matych ro$lin. Spadek przezywalnosci regenerantow
wysadzonych do gleby nie jest spowodowany dziataniem substancji antymitotycznych.
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Poszukiwanie zrodet genetycznej odpornosci
na maczniaka 1 rdze¢ w kolekcji linii,
rodow 1 odmian zyta

Search for genetic sources to powdery mildew and brown rust resistance in rye
inbred lines and varieties collection

Stowa kluczowe: materiaty hodowlane, maczniak prawdziwy, rdza brunatna, odmiany, Zyto

Celem badan byla proba znalezienia efektywnych genow odpornosci na maczniaka
prawdziwego i rdz¢ brunatng u réznych genotypow zyta ozimego oraz weryfikacja markerow
molekularnych przydatnych do ich identyfikacji. Wyniki badan pozwolity na identyfikacje
i sprawdzenie efektywnosci dziatania genéw odpornosci na obecnie wystgpujace rasy
maczniaka prawdziwego oraz rdzy brunatnej. Do analizy molekularnej pozwalajacej
na identyfikacje posiadanych genow odpornosci wykorzystano opracowane i pozyskane
z literatury sekwencje starterowe sprzezone z najbardziej efektywnymi genami odpornosci
na wymienione patogeny zyta.

Materiat badawczy w 2018 roku stanowily zgromadzone w kolekcji whasnej
homozygotyczne linie wsobne oraz przestane przez hodowcow genotypy zyta. Oceny
odporno$ci genotypow zyta ozimego na porazenie przez maczniaka prawdziwego i rdzg
brunatng prowadzono w warunkach sztucznej inokulacji oraz w warunkach infekcji polowe;.
W trakcie prowadzonych w 2018 roku badan przetestowano ponad 180 obiektow zyta
ozimego w do$wiadczeniach infekcyjnych, w kontrolowanych warunkach, w celu
poszukiwania genotypéw na odpornych zardéwno na mgczniaka prawdziwego, jak i na rdze
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brunatng. Dodatkowo w warunkach polowych zweryfikowano odporno$¢ na patogeny okoto
180 linii wsobnych zyta.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen pozwolity wyselekcjonowaé wyprowadzone
przez hodowcow materialy pod katem ich odpornosci zardbwno na maczniaka prawdziwego,
jak 1 rdze brunatng. Niestety wsrdod otrzymanych materialow wystgpita niewielka liczba
genotypow zyta odpornych na poszczegodlne patogeny, co $wiadczy o tym, Ze istnicje
potrzeba jest dalszych badan i wyprowadzenia genotypéw o pozadanej odpornosci
na maczniaka prawdziwego i rdzg brunatng oraz genotypow posiadajacych odpornosé
na obydwa patogeny jednoczesnie. Liczba genotypow odpornych na poszczegdlne patogeny
zalezala od roku badan tzn. przestanych przez hodowcow materialow oraz wirulencji
zebranych izolatow patogenow stuzacych do infekcji. Stwierdzono bark korelacji pomiedzy
porazeniem obiektow przez maczniaka prawdziwego i rdz¢ brunatng, co spowodowato Ze
udato si¢ wyselekcjonowaé niewielkg liczbe form odpornych na oba patogeny.
Wyprowadzone nowe genotypow o podwyzszonej odpornosci na maczniaka prawdziwego
i rdze¢ brunatng zostaly przekazane zainteresowanym hodowcom.

Sprawdzono przydatno$¢ markerow molekularnych do identyfikacji gendw odpornosci
na mgczniaka prawdziwego i rdz¢ brunatng u badanych genotypéw zyta. Poniewaz dla zyta
nie byto opracowanych specyficznych markeréw molekularnych sprzgzonych z genami
odporno$ci na maczniaka prawdziwego (Pm), na poczatku wykorzystywano znane
z literatury, ale opracowane dla innych zb6z sekwencje starterow, ktore zostaty i sprawdzone
u zyta. Uzyskano takze nowe specyficzne startery dla zyta. W realizowanym projekcie
badawczym sprawdzono funkcjonowanie u zyta starterow dajacych markery molekularne
sprzezone z nastepujacymi genami Pmli, Pm2, Pm3a, Pm3b, Pm3c, Pm3d, Pm3e, Pm3f,
Pm3g, Pmd4, Pm4a, Pml3, Pml6, Pmil7, Pm34, Pm43. Wyniki analiz molekularnych
wykazaly przydatno$¢ markerow mikrosatelitarnych zwigzanych z genami Pm4 1 Pm34
do poszukiwania genéw odpornosci na maczniaka prawdziwego u Zyta ozimego poniewaz
charakterystyczne produkty amplifikacji wystepowaly jedynie w grupie genotypdw zyta
odpornych.

Do identyfikacji genow odporno$ci na rdz¢ brunatng wykorzystano markery sprzezone
z genami odpornosci opracowane dla zyta oraz sprawdzono przydatno$¢ markeréw
opracowanych dla innych zbdz. Wykorzystano nastgpujace startery stworzone na bazie
sekwencji gendw zwigzanych z odpornoscig na rdze brunatng Lr1, Lr4, Lr5, Lr6, Lr7, Lr9,
Lri3, Lrl9, Lr 24, Lr25, Lr26, Lr35, Lr36, Lr46, Lr47, Lrk 10 i Lrs,, oraz opracowane
na bazie sekwencji pszenicy TC76051, TC72745, TC77841 Sposrod starterow zwigzanych
z genami odpornosci na rdz¢ brunatng mozna wyr6zni€ te, ktore pozwolity na wykazanie
obecnosci genow odpornosci u analizowanych genotypdw zyta ozimego, sa to startery
specyficzna dla gendw Lr9, Lr361 Lr47.

Markery dla obydwu patogenéw wymagaja jednak sprawdzenia na wigkszej liczbie
genotypow odpornych, aby mozna je byto rekomendowaé¢ do weryfikacji genow odpornosci
na rdz¢ brunatng i maczniaka prawdziwego w materialach hodowlanych Zyta ozimego.
Wyniki uzyskane w wyniku realizacji zadania badawczego moga by¢ bezposrednio
wprowadzone do programow hodowli zyta w celu uzyskania bardziej odpornych odmian
na rdz¢ brunatng oraz maczniaka prawdziwego.
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ZADANIE NR 29

Przyczyna fuzariozy wystepujacej na wiechach owsa, jak i1 klosach innych zboz, sa
rozne gatunki Fusarium. W warunkach Polski oraz innych krajow Europy sg to gtownie
F. graminearum, F. culmorum, F.poae 1 F. avenaceum. Szkodliwo$¢ tych grzybow
polega nie tylko na zmniejszeniu iloSci plonu, ale takze na pogorszeniu cech
technologicznych ziarna, a zwlaszcza zanieczyszczeniu go mykotoksynami. W ubieglym
dziesigcioleciu w Europie stwierdzono wystepowanie nowego gatunku tego rodzaju —
Fusarium langsethiae. Poczatkowo opisywano go jako proszysta forma gatunku F. poae
(Torp i Langseth, 1999). Jednak w 2004 r. Torp i Nirenberg proszyste formy F. poae
sklasyfikowali jako odrebny gatunek — F. langsethiae. W Polsce wystgpowanie tego
gatunku po raz pierwszy stwierdzono w 2006 r. (Lukanowski i in., 2008; Lemanczyk
2008). Ze wzgledu na to, ze brak wyraznych objawow porazenia przez F. langsethiae
na wiechach oraz ziarnie owsa identyfikacja obecnosci tego grzyba jest mozliwa tylko
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w warunkach laboratoryjnych, w tym wykorzystaniem techniki Real-Time PCR.
W badaniach dotyczacych odpornosci genotypow na porazenie przez F. langsethiae
pomocny jest rowniez test lisciowy (Imathiu i in., 2009, 2013).
W ramach zadania nr 29 w 2018 roku wykonywano dwa tematy badawcze:
— analiza odporno$ci owsa na porazenie przez F. langsethiae prowadzona w formie testu
lisciowego,
— analiza odpornosci owsa na F. langsethiae na podstawie jego analizy iloSciowe]
w ziarnie technikg Real-Time PCR.

TEMAT 1. ANALIZA ODPORNOSCI OWSA NA PORAZENIE PRZEZ F. LANGSETHIAE
PROWADZONA W FORMIE TESTU LISCIOWEGO

Celem tematu bylo poszukiwanie genotypow owsa odpornych lub wykazujacych
cechy zmniejszonej podatnosci na porazenie przez izolaty F. langsethiae o zroznicowanej
wirulencji. Badania obejmowatly 40 genotypéw owsa, w tym 6 gatunkow. Oprdocz owsa
zwyczajnego (forma oplewiona i nieoplewiona), przebadano po dwa genotypy Avena
strigosa, Avena fatua, Avena magna, Avena insularis i Avena sterilis. Na przebadane
genotypy owsa sktadato si¢ rowniez 10 odmian, 18 rodéw hodowlanych oraz 2 genotypy
formy ozimej owsa zwyczajnego. Materiat badawczy pozyskano od firm zajmujacych si¢
hodowlg owsa: Danko Hodowla Roslin, Malopolska Hodowla Roslin, Hodowla Roslin
Strzelce oraz COBORU SDOO w Chrzgstowie. Do sztucznej inokulacji uzyto dwa
izolaty F. langsethiae pozyskane z ziarna owsa (FL 11H4 i FL 298P5) i jeden z pszenicy
ozimej (FL 9P1-7). Ocen¢ wykonano zostata zgodnie z metodyka opisang przez Imathiu
i1in. (2009).

W przeprowadzonym tescie liSciowym najsilniejsza wirulencjg odznaczatl si¢ izolat
FL 9P1-7 a najstabsza izolat FL. 11H4. Porazeniu przez F. langsethiae uleglty wszystkie
gatunki owsa. Najdluzsza dtugos¢ strefy z nekroza na liSciach zanotowano dla formy
nicoplewionej A. sativa a najkrotsza — dla A. sterilis. Dtugos$¢ nekrozy obserwowana dla
poszczegblnych gatunkdéw byla zréznicowana w zalezno$ci od genotypu owsa i izolatu
F. langsethiae zastosowanego do testowania wrazliwosci.

Sposrod 18 przebadanych rodéw hodowlanych S$rednio dla trzech izolatow
F. langsethiae najmniej wrazliwym byt rod STH 8.25 i POB 3938/14, a najbardziej
wrazliwym — DC10067/10/2/4. Zaobserwowano jednak odmienng wrazliwo$¢ rodow
na poszczegolne izolaty patogena. Najmniej wrazliwym na porazenie przez FL 11H4 byt
rod DC 10054/8/1/1/1, na FL 298P5 — rod STH 8.30, na FL 9P1-7 — rod STH 8.30.
Najbardziej wrazliwymi rodami byty odpowiednio DC10061/1/1/2, POB 5710/16 i POB
3938/14.

Sposrod 10 odmian owsa najmniej wrazliwg na F. langsethiae byla odmiana Bingo,
a najbardziej wrazliwg — Amant. Najmniej wrazliwg na porazenie przez FL 11H4 byla
odmiana Bingo i Agent, na izolat FL 298P5 — Bingo, na FL 9P1-7 — Kozak.
Najbardziej wrazliwymi odmianami owsa byly odpowiednio: Nagus; Armani; Amant.
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TEMAT 2. ANALIZA ODPORNOSCI OWSA NA F. LANGSETHIAE NA PODSTAWIE JEGO
ANALIZY ILOSCIOWEJ W ZIARNIE TECHNIKA REAL-TIME PCR

Celem tematu bylo poszukiwanie genotypow owsa odpornych lub wykazujgcych
cechy zmniejszonej podatnosci na porazenie przez F. langsethiae na podstawie jego
analizy iloSciowej w ziarnie technika Real-Time PCR. Aby zrealizowa¢ ten cel
przeprowadzono analiz¢ iloSciowg zasiedlenia ziarna rodow hodowlanych, odmian
uprawnych owsa, gatunkow owsa przez tego patogena. Badania wykonano dla ziarna 40
prob genotypéw owsa pochodzacych z doswiadczen prowadzonych w warunkach
naturalnych, oraz 15 genotypoéw z doswiadczenia ze sztuczng inokulacjg F. langsethiae.
Analiz¢-Real Time PCR przeprowadzono z uzyciem specyficznych gatunkowo starteréw
i barwnika SYBR Green I na termocyklerze LIGHTCycler 480 II firmy Roche.

Wykorzystujgc technik¢ Real-Time PCR stwierdzono zrdznicowanie wrazliwosci
genotypow owsa pozyskanych od firm zajmujacych si¢ hodowla. Najwyzsze st¢zenie
DNA F. langsethiae odnotowano w probach pochodzacych ze Strzelec, znacznie
mniejsze w probach z Kopaszewa i Polanowic. Srednio najwieksze stezenie DNA
F. langsethiae stwierdzono w ziarnie rodu hodowlanego POB 3938/14, najmniej
w ziarnie rodu DC 18-4.

W ziarnie odmian owsa pozyskanych z do§wiadczen prowadzonych przez COBORU
najwigcej grzyba stwierdzono w ziarnie pochodzgcym z ZDOO Dukla, znacznie mnigj
zZDOO Zabnica i SDOO Wrécikowo. Srednio z trzech miejscowosci najwicksze
stezenie DNA F. langsethiae odnotowano w ziarnie odmiany Romulus a najmniejsze
w ziarnie odmiany Monsun.

W ziarnie owsa pochodzacego z doswiadczenia, w ktorym prowadzono sztuczng
inokulacje wiech grzybem F. langsethiae S$rednie st¢zenie tego patogena wynosito
12872,94 pg DNA / kg ziarna owsa, natomiast w kombinacjach kontrolnych bez
sztucznej inokulacji — 1,44 pg DNA / kg. Najwyzsze stezenie F. langsethiae
stwierdzono w ziarnie odmiany Krezus. Grzyba tego nie stwierdzono w ziarnie rodow
hodowlanych DC10067/10/2/4, POB 5547/16, STH 11215 i STH 11315. W kombinacji
kontrolnej obecno$¢ patogena odnotowano tylko w ziarnie rodow hodowlanych DC
10054/8/1/1/1, POB 3913/14, owsie gluchym i owsie szorstkim.

W wyniku przeprowadzonej izolacji grzybéow na pozywce PDA, z ziarna owsa
ordéznym genotypie, izolaty F. langsethiae stanowity 0,06%. W probach tych
stwierdzono réwniez rozne gatunki grzybow rodzaju Fusarium, sposréd ktorych
dominowal  F. poae. Rzadziej izolowano F. avenaceum, F.graminearum,
F. sporotrichoides, F. tricinctum, F. culmorum, F. equiseti i F. crookwellense. Ziarno
owsa najczes$ciej bylo zasiedlone przez gatunki saprotroficzne, przede wszystkim
Alternaria alternata, rzadziej Epicoccum nigrum i Gonatobotrys simplex.
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WNIOSKI

1. Izolaty Fusarium langsethiae cechowaly si¢ zroznicowang wirulencjg wobec
badanych lisci owsa. Najsilniejszg wirulencjg odznaczat si¢ izolat z pszenicy — FL
9P1-7, a najstabszg izolat FL 11H4 (z owsa).

2. Wszystkie przebadane gatunki owsa byly porazane przez F. langsethiae. Wigkszg
dlugo$¢ nekroz charakterystycznych dla porazenia F. langsethiae stwierdzono na
lisciach owsa zwyczajnego nieoplewionego, a najmniejsza na lisciach Avena sterilis.

3. W tescie liSciowym odnotowano zrdznicowanie w podatno$ci analizowanych rodow
hodowlanych owsa na F. langsethiae. Najmniejszg wrazliwoscig odznaczatly si¢ rody
hodowlane STH 8.25 i POB 3938/14, a najbardziej wrazliwym byl rod
DC10067/10/2/4.

4. Sposrdd odmian najmniej wrazliwg na F. langsethiae okazala si¢ odmiana Bingo, a
najbardziej — Amant.

5. Duza czuto$¢ analizy Real-Time PCR na obecno$¢ F. langsethiae w ziarnie owsa
okazata si¢ przydatna w okreslaniu podatnosci owsa na porazenie przez tego
patogena.

6. Obecnosci DNA grzyba nie stwierdzono w ziarnie rodéow hodowlanych:
DC10067/10/2/4, POB 5547/16, STH 11315 i STH 11215. Z przebadanych odmian
najmniej grzyba odnotowano w ziarnie odmiany Monsun.

7. Zardwno w tescie lisciowym jaki i analizie Real-Time PCR nie stwierdzono istnienia
genotypoéw owsa catkowicie odpornych na porazenie przez F. langsethiae.

8. Genotypy owsa, dla ktorych w zebranym ziarnie nie stwierdzono obecnosci
F. langsethiae moga stanowi¢ podstawe do uzyskania odmian o istotnie ulepszone;j
odpornosci.
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Mapowanie sprzezeniowe 1 asocjacyjne owsa
ZWYyczajnego

Linkage and association mapping of oat

Stowa kluczowe: identyfikacja QTL, mapowanie asocjacyjne, mapowanie sprzgzeniowe, mieszance
mig¢dzygatunkowe, mieszance miedzyodmianowe

Owies zwyczajny (Avena sativa L.) jest trudnym obiektem badawczym zaréwno
w klasycznych analizach genetycznych, jak i1 badaniach molekularnych, z uwagi
na skomplikowang strukture genomowg. Rozwdj badan nad owsem w duzej mierze jest
limitowany brakiem konsensusowej mapy genetycznej opracowanej w oparciu o ogdlnie
dostepne markery molekularne. Pierwszym etapem uzyskania tego typu mapy jest
wyprowadzenie wielu biparentalnych populacji mapujacych doprowadzonych do za-
awansowanych linii wsobnych. Szczegotowe mapy konsensusowe umozliwiajg
typowanie markeré6w genetycznych sprz¢zonych z cechami uzytkowymi efektywnych
na szerokiej puli genetycznej. Inng metoda poszukiwania markeréw jest mapowanie
asocjacyjne (Brachi i in., 2010). Polega ono na okresleniu powigzania markerow
genetycznych z cechami morfologicznymi, fizjologicznymi czy biochemicznymi przy za-
stosowaniu odpowiednich modeli statystycznych (Rex, 2013). Dzigki takiemu podejsciu
mozliwa staje si¢ identyfikacja markerow asocjowanych z QTL cech wielogenowych.
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Do mapowania asocjacyjnego wykorzystuje si¢ niespokrewnione i zréznicowane pod
wzgledem badanych cech odmiany i homozygotyczne linie, ktore poddaje si¢ szczegoto-
wemu fenotypowaniu i precyzyjnemu genotypowaniu. Do profilowania DNA wykorzy-
stywane sg metody skanujace duza czes¢ genomu np. GBS (Huang i in., 2014), DArTseq
czy DATT (Elshire i in., 2011; Sansaloni i in., 2011; Kilian i Graner, 2012).

Celem zadania bylo wyprowadzanie nowych populacji mapujacych, kontynuowanie
rozmnozen materiatow przeznaczonych do uzyskania zaawansowanych miedzy-
odmianowych 1 miedzygatunkowych rekombinacyjnych linii wsobnych, identyfikacja
QTLi dla wybranych cech w populacji mapujacej RIL E5S6 wyprowadzonej w oparciu
o krzyzowanie biparentalne A. fatua 216 x A. sativa ‘Sam’, identyfikacja sekwencji
DARTseq ro6znicujacych osypujace 1 nieosypujace linie populacji ES56, analiza
asocjacyjna MTZ linii i odmian A. sativa, jak roéwniez identyfikacja i testowanie
potencjalnych markeréw asocjowanych z wysokos$cig ro$lin.

W ramach projektu wyprowadzono kolejne migdzyodmianowe populacje mapujace
oraz mig¢dzygatunkowe populacje A. fatua x A. sterilis oraz A. sterilis X A. fatua.
Otrzymano cztery nowe kombinacje mieszancowe z genami kartowatosci Dw: ‘Palestine
Dwarf” x ‘Bingo’ oraz ‘Palestine Dwarf® x ‘North Caroline’. Srednia efektywno$é
wszystkich przeprowadzonych krzyzowan wyniosta 9,54%. Kontynuowano rozmnozenia
dotychczas wyprowadzonych mi¢dzyodmianowych i1 migdzygatunkowych populacji
reprezentujacych pokolenia F; — Fg.

Przeprowadzono fenotypowanie mi¢dzygatunkowej populacji mapujacej RIL Fg E56
A. fatua 216 x A. sativa ‘Sam’. Analizowano wysokos$¢, liczbe pedow produkcyjnych
i niedogonéw, dtugo$¢ wiechy, liczbe kloskoéw, podatnos¢ na osypywanie i obecnosé
osci. Dokonano oceny 10 roslin z kazdej linii RIL. W sumie ocenie poddano 150 linii
oraz po 30 roslin rodzicielskich. Linie RIL F8 E56 charakteryzowaty si¢ wysoka
zmiennos$cig pod wzgledem badanych cech, ponadto u mieszancow obserwowa¢ mozna
bylo przekroczenie wartosci cech rodzicielskich i tego typu sytuacje odnotowano
w przypadku wysokosci, liczby pedow produkcyjnych, dlugosci wiechy i liczby ktoskow
w wiesze. W poréwnaniu z formami rodzicielskimi wysoko$¢ roslin byla bardziej
zblizona do A. fatua, anizeli do A. sativa. Pomimo duzej liczby ktoskow u A. sativa,
srednia ilo§¢ formowanych kloskow w wiesze u mieszancow wyniosta zaledwie 49,2
i byta nizsza anizeli Srednia warto$¢ tej cechy u A. fatua (52,4), przy czym w wiechach
poszczegblnych linii RIL stwierdzono wystgpowanie od 18,8 do 133,4 kloskow.
Okreslajac rozktad wartosci cechy w populacji stwierdzono, ze tylko wysokos¢ roslin
i dlugos¢ wiechy sa dopasowane do rozkladu normalnego. Analiza korelacji cech
wykazata, ze dlugo$¢ wiechy jest pozytywnie skorelowana z wysokoscig oraz z liczba
ktoskow. Dodatnig korelacje stwierdzono réwniez pomi¢dzy osypywaniem, a liczbg oSci.

Fenotypowaniu poddano réwniez rekombinacyjne linie wsobne mi¢dzyodmianowe;
populacji mapujacej Fs E101 (Bingo x STH 9787) oraz formy rodzicielskie tej populacji.
Wysokos¢ linii wahata si¢ $rednio od 53,6 cm do 129,2 cm, przy czym $rednia wysokos$¢
dla populacji wyniosta 89,2 cm. Srednia dlugo$¢ wiechy wsrod linii RIL (20,1 cm) byta
wigksza, anizeli stwierdzona u obu form rodzicielskich, ponadto zréznicowanie wsrod
linii byto bardzo duze i dtugo$¢ wiechy wahata si¢ od zaledwie 12,3 do 27,7 cm. Pomimo
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duzej liczby ktoskéw formowanych w linii ojcowskiej STH 9787, $rednia ilo$¢ ktoskow
w wiesze u mieszancOw wyniosta zaledwie 52,2, przy czym w wiechach stwierdzono
wystepowanie od 31,0 do 101,3 kloskdéw. Masa ziarniakdw z wiechy u mieszancow byta
wyzsza, anizeli u obu form rodzicielskich. Okreslajac rozktad wartosci cechy w populacji
stwierdzono, ze tylko w przypadku dlugosci wiechy jest on dopasowany do rozktadu
normalnego, podczas gdy pozostale cechy nie wykazujg takiego dopasowania. Analiza
korelacji cech wykazala, ze wysoko$¢ jest pozytywnie skorelowana z dtugo$cia wiechy
imasg ziarniakow. Pozytywna korelacj¢ zaobserwowano rowniez pomigdzy liczba
ktoskow a liczbg i masg ziarniakéw oraz pomigdzy liczbg a masg ziarniakow.

Genotypowaniu metoda DArTseq poddano 120 linii reprezentujacych populacje
mapujacg F, E822 (4. sterilis 172a x A. sativa), 150 linii RIL E101 (4. sativa STH9787 x
A. sativa ‘Bingo’) oraz formy rodzicielskie. Dane uzyskane dla populacji E822 postuza
do weryfikacji markerow dla cech zwigzanych z udomowieniem owsa uzyskanych
w oparciu o analizy genetyczne populacji E52 1 E56.

Celem tematu byta rowniez identyfikacja QTLi dla wybranych cech w oparciu o po-
pulacje mapujaca Fy E56 (4. fatua 216 x A. sativa ‘Sam’). Dla osypywania w populacji
ES6 zidentyfikowano tylko jeden bardzo silny QTL. Wartos¢ LOD dla tego QTL
wynosita 67,7, za$ odziedziczalnos¢ 63,7%. W przypadku wysokos$ci zidentyfikowano 8
QTLi w obrgbie 6 grup sprzegzen.

Z wykorzystaniem danych fenotypowych 370 odmian i linii przeznaczonych do mapo-
wania asocjacyjnego oraz danych genotypowych uzyskanych metoda DArTseq
przeprowadzono analiz¢ asocjacyjng dla masy tysigca ziarniakow z zastosowaniem metod
GLM (general linear model — ogdlny model liniowy) oraz MLM (mixed linear model —
wielokrotny model liniowy). Umozliwiala ona identyfikacj¢ 2 markeroéw silicoDArT oraz
4 markerow DArTseq, ktore asocjowaly z masg tysigca ziarniakow okres$long
na podstawie wynikow uzyskanych w trzech latach badan (4 powtorzeniach).
W przypadku 48 markerow stwierdzono asocjacj¢ z masg tysigca ziarniakow w trzech
sposrod czterech niezaleznych analiz.

Wykorzystujgc zidentyfikowane w roku poprzednim sekwencje zasocjowane z wyso-
kos$cig roslin do wybranych z nich zaprojektowano markery specyficzne. Reakcje PCR
przeprowadzono dla odmian i linii o skrajnych fenotypach. Najlepsze dopasowanie
segregacji markera asocjowanego z wysokoscia roslin do fenotypu uzyskano dla dwoch
par starteréw.

Zidentyfikowane w roku poprzednim markery SRAP sprzgzone z karlowatoscia
warunkowang genem Dw7 poddano klonowaniu i konwersji do warunkow specyficznego
PCR. W oparciu o wyniki przeprowadzonych badan do identyfikacji recesywnego allelu
genu kartowato$ci dw7 wytypowano kombinacje specyficznych starterow.

W kolejnym etapie prowadzonych analiz zidentyfikowano sekwencje DARTseq
roéznicujace osypujace i nieosypujace linie populacji ES6. Zidentyfikowano 16 takich
sekwencji, a analiza BLAST wykazala ich wysokie podobienstwo do znanych genow
w innych gatunkach traw, szczegélnie biorgcych udziat w kondensacji dtugotancucho-
wych kwasow tluszczowych.
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WNIOSKI

1. Fenotypowanie migdzygatunkowej populacji mapujacej RIL Fg ES6 A. fatua 216 x
A. sativa ‘Sam’ oraz mi¢dzyodmianowej populacji mapujgcej RIL F8 E101 (Bingo X
STH 9787) wykazato wysokie zr6znicowanie analizowanych cech.

2. W oparciu o dane fenotypowe i genotypowe dla populacji mapujacej F8 E56 A. fatua
216 x A. sativa ‘Sam’ zidentyfikowano jeden bardzo silny QTL dla osypywania
ziarniakow oraz 8 QTLi wysokos$ci roslin.

3. Analiza asocjacyjna umozliwiala identyfikacje¢ 2 silnie zasocjowanych z MTZ
markerow silicoDArT oraz 4 DArTseq.

4. Opracowano dwa markery specyficzne w oparciu o sekwencje silicoDATT i DArTseq
zasocjowane z wysokoscig roslin.

5. Wytypowano kombinacje specyficznych starterow umozliwiajacg identyfikacje
recesywnego allelu genu kartlowatos$ci dw7.

6. Zidentyfikowano sekwencje DARTseq rdznicujace osypujace i nieosypujace linie
populacji ES6.
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Piramidyzacja gendw odpornosci na rdz¢ koronowg
w genomie owsa oraz identyfikacja i lokalizacja
markeréw DNA dla tych genow

Crown rust resistance genes pyramiding in oat genome and identification of DNA
markers for these genes

Stowa kluczowe: geny odpornosci, markery molekularne, owies zwyczajny, piramidyzacja genow,
Puccinia coronata, rdza koronowa

Rdza koronowa, jest jedng z najpowszechniej wystepujacych choréb grzybowych
owsa. Straty plonu wywotane porazeniem mogg siega¢ nawet 50% (Martinelli i in.,
1994). Czynnikiem infekcyjnym jest grzyb Puccinia coronata Cda. f.sp. avenae P. Syd.
& Syd., ktory poraza gltownie liscie. Rozwojowi choroby sprzyjaja wysoka temperatura,
zwigkszona wilgotno$¢ powietrza oraz nadmierne nawozenie azotowe (Simons, 1985).
Szczegoblnie silne porazenie dotyczy odmian poznych 1 czgéciej ma miejsce przy
opoznionych siewach. Naturalna odpornos¢ roslin owsa warunkowana jest genami Pc.
Monitorowanie zmian w populacji patogenu oraz sukcesywne prace nad okresleniem
efektywnych na obszarze Polski genéw odpornosci na rdz¢ koronowsg umozliwiajg
naturalne jego zwalczanie poprzez wprowadzanie gendéw odporno$ci do nowych odmian
i eliminuja konieczno$¢ stosowania fungicydow, co jest korzystne ze wzgledow
ekonomicznych i sprzyja ochronie s$rodowiska naturalnego. Dotychczas w owsie
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zidentyfikowano i opisano ponad 100 gendéw odpornosci na Puccinia coronata (Chong
i Kolmer, 1993). Niektére z tych genéw zostaly juz przetamane, jednakze
po piramidyzacji moga one nadal ksztaltowaé wysoka odpornosé. Nieliczne z gendw
zostaly zmapowane, dla niektorych opracowano rowniez markery sprzezone z tymi
genami (Gnanesh i in., 2014). Niestety ich wykorzystanie jest ograniczone z uwagi
na dominujgcg natur¢ tych markerow (RAPD, AFLP i DArT) oraz brak mozliwosci
konwersji w markery najnowszej generacji zapewniajace wysoka przepustowos¢ selekcji
opartej na genotypie (Gnanesh i in., 2013). Niezmiernie istotne jest, aby dla po-
szczegblnych genow Pc zidentyfikowaé 1 opracowaé silnie sprzgzone markery
molekularne, ktoére umozliwityby monitorowanie przeplywu genow 1 kumulacje
pozadanych alleli w mieszancach.

Celem zadania bylo okreslenie patogenicznos$ci izolatow Puccinia coronata zebranych
w roku 2017, poszukiwanie markerow dla genu odporno$ci Pc51 metoda SRAP, proba
konwersji markerow losowych SRAP dla genu Pc60 na markery specyficzne,
identyfikacja sekwencji DArTseq sprzgzonych z obecnoscia genu Pc60, proba konwersji
na markery specyficzne sekwencji DArTseq sprzezonych z obecno$cig gendéw Pc52
oraz Pc60 zidentyfikowanych na podstawie calogenomowych analiz polimorfizmu.

W zadaniu okre$lono patogeniczno$¢ izolatdéw Puccinia coronata wyprowadzonych
zpopulacji  skolekcjonowanych w roku 2017 w Czestawicach, Kopaszewie,
Polanowicach i Strzelcach wzgledem zestawu 45 linii referencyjnych. Najsilniejsze
izolaty, podobnie jak w latach poprzednich, wyprowadzono z populacji skolekcjono-
wanych w Polanowicach i Czestawicach. Pelng odporno$¢ w stadium siewki
warunkowaty geny Pc50K, Pc51K, Pc51U, Pc52, Pc57, PcS9U, Pc68, PcT1 oraz Pc9l,
ktore nie zostaly przetamane przez zaden z testowanych izolatow. W roku 2018
najsilniejsze porazenie grzybem P. coronata na poziomie ok. 80% w warunkach
naturalnej infekcji polowej zaobserwowano w Strzelcach i Czeslawicach. Pelng
odpornos¢ w warunkach naturalnej infekcji polowej, w stadium rosliny dorostej,
nadawaty geny Pc51U, Pc52, Pc58U, Pc59K, Pc91 oraz Pc94. W przypadku gendéw
Pc52 oraz Pc91 byl to kolejny rok pelnej skutecznosci tych genéw na réznych etapach
rozwoju ro$liny oraz w réznych warunkach infekcji.

W ramach zadania przeprowadzono krzyzowania majace na celu uzyskanie
mieszancOw pomi¢dzy formami ze zdefiniowanymi genami odpornos$ci. W efekcie
krzyzowan uzyskano kolejne mieszance odporne na rdzg koronowa posiadajace
kombinacj¢ genow Pc39 1 Pc52 z czterema innymi genami: Pc51U, Pc60, Pc70 i Pc9l.
Ocena cech plonotworczych mieszancow dwugenowych pokolenia F; (Pc39 z czterema
innymi genami: Pc51, Pc52, Pc60 oraz Pc70) wskazuje na mozliwosé selekcji wsrod nich
form o korzystnym uktadzie alleli wplywajacych na cechy agronomiczne.

Przeprowadzono oceng segregacji genéw odpornosci w 4 populacjach mieszancow F,
z genami Pc50K, Pc50U, Pc5S9K 1 Pc59U. Wytypowano izolaty umozliwiajace
identyfikacje¢ tych genow w kolejnych pokoleniach mieszancow. Przeprowadzone
obserwacje polowe porazenia wyzej wymienionych mieszancéw umozliwity identy-
fikacje form odpornych i porazonych w tych populacjach w warunkach naturalnej infekcji
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w stadium ro$liny dorostej, co umozliwi wytypowanie korespondujacego izolatu
do przeprowadzenia analiz w stadium siewki.

Zidentyfikowane na podstawie testow zywiciel-patogen homozygoty w populacji
E635 (Pc51U x Kasztan) wykorzystano do poszukiwania markerow molekularnych
dla genu odpornosci Pc51U metoda BSA. Przetestowano 500 kombinacji starteréw
SRAP, sposrod ktorych wstepnie wyselekcjonowano 27 inicjujacych na probach
zbiorczych o przeciwstawnych fenotypach (odpornych/porazonych) synteze produktow
roznicujacych. Amplifikacja z wytypowanymi starterami z wykorzystaniem jako matrycy
DNA pojedynczych roslin nie potwierdzita specyficznosci amplifikowanych z ich udzia-
tem produktéw wzgledem okre§lonego fenotypu warunkowanego allelem Pc51 Iub pc51.

Konwersji na markery specyficzne dla genu Pc60 poddano 12 potencjalnych
markerow SRAP zidentyfikowanych w roku poprzednim, sposrod ktorych tylko dwa
identyfikowaty rosliny odporne i porazone w populacji E660 segregujacej pod wzgledem
odpornosci warunkowanej tym genem. Przeprowadzono identyfikacje sekwencji
DArTseq, ktorych segregacja zgodna byta z obecnoscig allelu dominujacego genu Pc60.
Do analiz wstepnie wytypowano 21 sekwencji. Konwersj¢ przeprowadzono dla 5
sekwencji silicoDATT specyficznych dla genu Pc60 oraz dla 5 sekwencji wytypowanych
w roku ubiegtym dla genu Pc52. Zadna z konwertowanych sekwencji zaréwno w przy-
padku genu Pc52, jak i Pc60 nie segregowata zgodnie z fenotypem badanych roslin.

WNIOSKI

1. Najsilniejsze izolaty Puccinia coronata wyprowadzono z populacji skolekcjono-
wanych w roku 2017 w Polanowicach i Czestawicach.

2. W roku 2018 najsilniejsze porazenie grzybem P. coronata w warunkach naturalnej
infekcji polowej zaobserwowano w Strzelcach i Czestawicach.

3. Najbardziej efektywne w warunkach Polski w latach 2017-2018 byty geny Pc52
oraz Pc91.

4. Nie zidentyfikowano markeréw SRAP specyficznych wzglgdem alleli Pc51 lub pe51.

Skutecznej konwersji na markery specyficzne dla allelu dominujacego genu Pc60

poddano 2 markery zidentyfikowane metodg SRAP.

6. Zadna z konwertowanych w markery STS sekwencji silicoDArT specyficznych
dla genow Pc52 oraz Pc60 nie segregowata zgodnie z fenotypem badanych ro$lin.

W
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Badanie sktadnikéw determinujgcych wartos¢
odzywczg 1 funkcjonalng owsa oraz ich relacji
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CEL BADAN

Celem badan prowadzonych w latach 20142018 byto opracowanie wspotczynnikow
konwersji umozliwiajacych charakterystyke sktadu chemicznego ziarna obtuszczonego na
postawie skladu ziarna oplewionego, niezbednych do szybkiego wyodrgbniania
genotypow owsa najbardziej przydatnych do produkcji zywno$ci funkcjonalne;j.
W ramach zadania opracowano réwniez warunki pomiaru lepkosci, jako prostego testu
przesiewowego do zastosowania w pracach hodowlanych nad tworzeniem genotypow
owsa o wysokiej warto$ci prozdrowotnej badz paszowej.

WYNIKI

W okresie pigciu lat badan analizowano ogoétem 203 probki owsa, w formie
oplewionej i po ich obluszczeniu. Stwierdzono mate zroéznicowanie zawartosci
sktadnikow odzywczych ogétem w ziarnie oplewionym badanych odmian i linii owsa,
zmiennos$¢ tej cechy byta na poziomie 5,2%, a $rednia zawarto$¢ wynosita 64% (tab. 1).
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Tabela 1
Zmienno$¢ zawartos$ci sktadnikéw odzywcezych w ziarnie owsa oplewionym i obluszczonym ze zbioru
w latach 2013-2017 (% s.m.)

Biatko Sl.dadmkl Lipidy Skrobia Cukry wolne SSO
mineralne
Ziarno oplewione

Wartos¢ Srednia 11,4 2,7 5,6 42,4 1,5 63,7
sd 1,7 0,3 0,7 3,2 0,2 3,3

CV 14,9 11,1 12,8 7,5 16,1 5,2

min. 6,6 2,1 43 30,6 1,0 54,7

max. 17,1 34 7,6 48,9 2,2 72,0

Ziarno obluszczone

Wartos¢ Srednia 14,8 2,2 7,6 56,1 1,7 82,0
sd 1,9 0,1 1,4 2,9 0,2 2,4

CV 13,1 5,9 18,2 5,2 14,6 2,9

min. 10,3 1,8 5,1 45,1 1,1 73,9

max. 19,4 2,5 11,8 61,4 2,8 87,6

Najwigkszym zréznicowaniem charakteryzowala si¢ zawarto$¢ cukréw wolnych (16,1%),
nastepnie biatka (14,9%), lipidow (12,8%) oraz popiotu (11,1%), a w najmniejszym
stopniu skrobi (7,5%). Zawarto$¢ trzech ostatnich sktadnikow odzywczych okreslono
jako stabilng w warunkach uzyskania ziarna, a zmienno$¢ wartosci tych parametrow byla
wynikiem w gléwnej mierze zmienno$ci genetycznej. Owies charakteryzowat si¢ duza
zawartoscig btonnika pokarmowego (TDF), srednio w ziarnie byto 32,3%, przy zmien-
nosci okoto 10% (tab. 2).

Tabela 2
Zmienno$¢ zwartosci sktadnikow bioaktywnych w ziarnie owsa oplewionym i obluszczonym ze zbioru
w latach 2013-2017 (% s.m.)

| NSP | S-NSP [ T-NSP [Lignina Klasona] TDF | B-glukan | I-AX [ S-AX | AX

Ziarno oplewione

Wartos¢ Srednia 18,5 3,5 22,1 10,3 32,3 3,1 8,9 0,3 9,1
sd 2,5 0,5 2,5 1,3 3,2 04 1,2 0,0 1,2

CV 13,5 13,2 11,1 12,9 9,8 13,2 13,5 15,0 13,1

min. 12,6 2,5 16,4 6,6 24,1 2,3 5,7 0,2 6,0

max. 25,0 4,8 28,5 14,5 41,0 4,6 12,0 0,5 12,3

Ziarno obluszczone

Wartos¢ Srednia 4,1 4,7 8,8 4,0 12,7 4,1 2,0 0,3 2,3
sd 0,5 0,5 0,8 1,3 1,8 0,5 0,2 0,0 0,2

CV 11,6 11,8 9,1 31,8 13,9 11,7 11,5 11,4 10,3

min. 2,3 33 6,1 1,2 8,3 2,9 1,1 0,2 1,3

max. 5,2 6,2 10,7 7,3 16,9 5,9 2,6 0,4 2,9

Wisrod sktadnikow btonnika pokarmowego najwickszy w nim udziat stanowita frakcja
nierozpuszczalna nieskrobiowych polisacharydow (NSP) (57%) oraz lignina (32%).
B-glukan, sktadnik w najwigkszym stopniu odpowiedzialny za prozdrowotne wtasciwosci
owsa, stanowit blisko 10% TDF z zawartos$cig $rednio 3,1% i zmienno$cig 13%. Plewka
stanowila $rednio okoto 26% masy ziarniaka, a jej udzial wplywat istotnie na zawarto$¢
sktadnikow odzywczych i1 bioaktywnych w ziarnie owsa, w kazdym roku badan.
Ze wzrostem jej udzialu malata ilos¢ biatka, skrobi i lipidow, a takze rozpuszczalnych
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sktadnikow NSP. Wzrastala natomiast zawarto$¢ frakcji nierozpuszczalnej NSP i ligniny,
a przez to TDF.

WNIOSKI

1. Usunigcie plewki mialo wplyw na zwigkszenie zawartosci tych sktadnikow, ktore s
zlokalizowane w endospermie oraz zarodku ziarna owsa. W takim ziarnie zawartos¢
sktadnikoéw odzywczych zwigkszyta si¢ srednio o 29%. Zmniejszyta si¢ zawartos§é
nierozpuszczalnej frakcji NSP (78%), a w nastepstwie zawarto§¢ TDF, do poziomu
okoto 13%. Sposrod sktadnikow blonnika pokarmowego w ziarnie obluszczonym
zwickszyla sie jedynie zawarto$¢ frakcji rozpuszczalnej NSP (o 32%), a w szczegol-
nosci B-glukanu (o 30%).

2. Na podstawie wynikow pigcioletnich badan obliczono wspdtczynniki korelacji
Pearsona 1 regresji liniowej pomiedzy ziarnem oplewionym i po jego obtuszczeniu
w odniesieniu do kazdego oznaczanego skladnika. Najwigkszym odwzorowaniem
z wykorzystaniem wspotczynnikow regresji liniowej charakteryzujg sig¢: zawarto$é
biatka, lipidow i MTZ.

3. W pracach metodycznych nad udoskonaleniem testu lepko$ci ziarna obtuszczonego
i oplewionego przeznaczonego odpowiednio do produkcji zywnosci badz na pasze
wyznaczono najbardziej odpowiednie dla ziarna owsa warunki ekstrakcji oraz
wskazano czynniki w najwigkszym stopniu wplywajace na lepkosc.
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Identyfikacja i lokalizacja markerow DNA
dla wybranych genéw odpornosci na mgczniaka
prawdziwego w owsie zwyczajnym
oraz piramidyzacja efektywnych genow odpornosci
W genomie owsa

Identification and localization of DNA markers for selected powdery mildew
resistance genes in oats and the pyramidization of effective resistance genes
in the oat genome

Stowa kluczowe: B. graminis f.sp. avenae, efektywno$¢ gendw, markery molekularne, odpornosé,
owies

Maczniak prawdziwy owsa powodowany jest przez Blumeria graminis DC. f.sp.
avenae Em. Marchal. Choroba ta wystepuje powszechnie w wielu regionach $wiata
powodujac duze starty jakoSciowe i ilosciowe owsa (Aung i in., 1997; Clifford, 1995;
Hsam i in., 1997; Banyal i in., 2016; Xue i in., 2017). Ograniczenie strat powodowanych
wystepowaniem mgczniaka prawdziwego mozna osiggnag¢ miedzy innymi przez
wprowadzenie do uprawy odmian efektywnymi genami odpornosci (Feuillet i Keller,
1998). Pietrusinska i Czembor (2015) wskazujg, ze proces uzyskiwania odmian
odpornych powinien by¢ poprzedzony doktadng charakterystyka populacji patogenu,
analizg efektywnosci genéw odpornosci obecnych w odmianach uprawnych oraz
opracowaniem metody pozwalajacej na szybka i pewna identyfikacje tych gendow.
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Dlatego tez celem badan realizowanych w 2018 roku w ramach zadania 91 byla analiza
efektywnosci opisanych do tej pory gendéw odpornosci na maczniaka prawdziwego
w owsie oraz ich piramidyzacja. Celem projektu byla rowniez proba opracowania
markeréw molekularnych dla najbardziej efektywnych genéw odpornosci na maczniaka
prawdziwego w owsie.

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze najbardziej efektywne sg obecnie geny Pm4 i Pm7.
Niski poziom wirulencji patogenu zanotowano rowniez wzgledem genu Pm5. W zwigzku
z tym, linie zawierajace te geny wykorzystano w procesie krzyzowania, w ktorym
uzyskano szereg odpornych mieszancow. W 2018 roku przeprowadzono rowniez probe
konwersji markeréw losowych typu RAPD, SRAP i DArT w markery specyficzne oparte
na PCR. Przedmiotem konwersji byly zidentyfikowane w poprzednich latach markery
specyficzne dla pul roslin odpornych i wrazliwych w populacjach Pm4 x Fuchs, Pm7 x
Fuchs i Canyon X Fuchs.

W wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano i przekonwertowano jeden
marker specyficzny dla homozygotycznych osobnikow z genem Pm4 w populacji
Av1860 x Fuchs (Okon i in., 2018). Zidentyfikowano rowniez produkty specyficzne
dla genu Pm7, jednakze proba ich konwersji nie przyniosta oczekiwanych rezultatow. Dla
populacji Canyon x Fuchs zidentyfikowano tylko jeden produkt specyficznych dla pul
ro$lin odpornych, co moze wskazywaé na konieczno$¢ zastosowania wigkszej liczby
starterow lub innych metod losowych do poszukiwania markeréw specyficznych dla tego
zrodta odpornosci.
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Fusarium temperatum — znaczenie 1 szkodliwos¢
w uprawie kukurydzy, poszukiwanie 1 charakterystyka
zrodet odpornosci

Fusarium temperatum — importance and harmfulness in maize crops, search
and characterization of resistance sources

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

Fuzarioza kolb kukurydzy jest uwazana za jeden z najwazniejszych problemow
w uprawie tej rosliny. Szkodliwo$¢ choroby polega na znaczgcym spadku plonu,

227



Kukurydza

uzyskiwaniu ziarna gorszej jako$ci oraz jego zanieczyszczeniem metabolitami wtornymi
Fusarium spp. Jest to choroba o ztoZzonej etiologii, a wsrod czynnikow sprawczych
wymienia si¢ mi¢dzy innymi: Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium
avenaceum, Fusarium verticillioides, Fusarium subglutinans 1 Fusarium proliferatum.
Oile 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 (Gromadzka i in., 2017; Scauflaire
iin., 2011).

Izolaty F. temperatum pochodzily z ziarniakéw uzyskanych z kolb wykazujgcych
objawy fuzariozy rozwijajagcej si¢ w nastgpstwie infekcji naturalnych. Izolacje
i identyfikacj¢ prowadzono z zastosowaniem standardowych metod majacych zastoso-
wanie w diagnostyce mykologicznej Fusarium. Wiarygodno$¢ diagnostyki byla
potwierdzana molekularnie. Analiza molekularna opierata si¢ na sekwencjonowaniu
EF-la oraz f-tubuliny uznawanych za podstawowe markery barkodingu.

Celem badan w 2018 r. byla:

— ocena podatnosci linii hodowlanych Zea mays na porazenie przez Fusarium
temperatum,

— analiza profilu metabolitow wtoérnych wystepujacych w materiale roslinnym
porazonym przez Fusarium temperatum,

— analiza populacji Fusarium temperatum w zakresie cech istotnych w patogenezie

i epidemiologii fuzariozy kolb kukurydzy.

WYNIKI BADAN

W badanej populacji izolatow F. temperatum frekwencja wystepowania dopel-
niajgcych typow kojarzeniowych MAT1-1 1 MAT1-2 wyniosta odpowiednio 35 do 35.

Oceng patogeniczno$ci przeprowadzono dla 70 izolatow F. temperatum w warunkach
szklarniowych. Stwierdzono istotne zréznicowanie tej cechy w obrebie badanej populacji
patogendéw. Izolatami dajacymi najbardziej rozlegle zmiany na pedach inokulowanych
ros§lin byly izolaty: PFt-349, PFt-362, PFt-363, PFt-352 oraz PFt-322. Stanowily one
podstawe do badan podatnosci genotypow kukurydzy przez F. temperatum.

W 2018 r. porazenie kolb badanych 120 genotypoéw kukurydzy oceniane w dwodch
lokalizacjach (Hodowla Ros$lin Smolice i IHAR — PIB Radzikéw oraz Matopolska
Hodowla Ro$lin Oddziat w Kobierzycach oraz IHAR — PIB Radzikéw) byto na po-
ziomie $rednim. Zakres zmienno$ci analizowanej cechy wahat si¢ od 0,54 (dla genotypu
S-20) do 2,88 w przypadku genotypu o numerze kodowym K-47.

Sredni stopien porazenia materiatow pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce
(1,56) i HRS Smolice (1,39) réznit si¢ znacznie i roznica ta przy o = 0,05 byla
statystycznie istotna (F = 51,44 p = 0,0000).

Formy flint pochodzace z hodowli MHR Kobierzyce byly porazone w zakresie od
0,80 do 2,28, natomiast dent od 0,85 do 2,88. Formy flint pochodzace z hodowli HRS
Smolice byly porazone w zakresie 0,54 do 2,35, natomiast dent od 1,03 do 2,03.
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Stopien porazenia pochodzacych z hodowli A (Smolice i Radzikow) i B (Kobierzyce
i Radzikow) roznit si¢ nieznacznie, lecz roznica ta byla istotna statystycznie. W przy-
padku materialu ro§linnego pochodzacego z hodowli A i B $redni stopien porazenia kolb
wynosit odpowiednio 1,391 1,56 (F = 51,44 p = 0,0000).

W przypadku materialow pochodzacych z hodowli HRS Smolice, testowanych
w Smolicach i Radzikowie (hodowla A) zmienno$¢ porazenia kolb badanych genotypow
wahata si¢ od 0,54 dla genotypu o numerze kodowym S-20 do 2,35 dla genotypu
o numerze S-30. Formy flint pochodzace z tej hodowli byty porazone w zakresie od 0,54
do 2,35, natomiast dent od 1,03 do 2,03.

Zakres zmiennosci badanej cechy dla materiatow pochodzacych z hodowli MHR
Kobierzyce, testowanych w Kobierzycach i Radzikowie (hodowla B) wahal si¢ od
wartosci 0,80 dla genotypu o numerze kodowym K-26 do 2,88 dla genotypu K-47. Formy
flint pochodzace z tej hodowli byly porazone w zakresie 0,80 do 2,28, natomiast dent
od 0,85 do 2,88.

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji, z ryzykiem btedu a = 0,05
stwierdzono istotny wpltyw warunkéw $rodowiska na stopien porazenia badanych
genotypow kukurydzy (F = 40,41 p = 0,000). Sredni stopien porazenia materiatlow
badanych w Radzikowie wynosit 1,38 i byl istotnie mniejszy niz w Smolicach (1,51)
i Kobierzycach (1,64).

Na podkreslenie zastuguje stwierdzenie mniejszej podatnosci na porazenie form flint
niz dent. Stopien porazenia roslin wynosil odpowiednio 1,38 i 1,57. Zaleznos¢ taka
obserwowano w przypadku trzech lokalizacji do§wiadczenia, tj. Smolice i Radzikow.
Porazenie form dent i flint wynosito odpowiednio:

— w Smolicach 1,581 1,43 (F=9,70 p=0,0018),
— w Radzikowie 1,451 1,30 (F = 20,90 p = 0,0000),
— w Kobierzycach 1,811 1,47 (F = 39,39 p = 0,0000).

Réznice w trzech lokalizacjach do§wiadczenia byly istotne statystycznie.

Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint, materialow
pochodzacych z Hodowli Smolice wynosit 30,91% i 31,53%, roznit si¢ znacznie i roznica
ta byla statystycznie istotna (F = 13,54 p = 0,0002).

Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint, materialow
pochodzacych z Hodowli MHR Kobierzyce wynosit 30,57% i 31,39%, roznit si¢
znacznie i roéznica ta przy o = 0,05 byla statystycznie istotna (F = 11,36 p = 0,0007).

W poszczegdlnych lokalizacjach do$wiadczen polowych udziat amylozy w ziarnia-
kach form flint kukurydzy byt istotnie wyzszy niz dent. Zalezno$¢ t¢ zanotowano
w przypadku dwodch lokalizacji doswiadczenia, tj. Smolic i Radzikowa. Udzial amylozy
w ziarniakach form dent i flint wynosil odpowiednio w Smolicach 29,99% 1 31,76%
(F = 84,03 p = 0,0000), w Radzikowie 31,47% i 32,15% (F = 13,33 p = 0,0003).
Natomiast udzial amylozy w ziarniakach form dent i flint w Kobierzycach wynosit
odpowiednio 30,05% 1 29,77% (F = 0,56 p = 0,4539), tym samym roznica ta nie byla
istotna statystycznie.

Zarowno w porazonych ziarniakach pochodzgcych z doswiadczen inokulacyjnych, jak
rowniez w warunkach invitro wykazano, ze dominujagcg grupa mykotoksyn

229



Kukurydza

biosyntetyzowanych przez izolaty F. temperatum sa zwiazki heksadepsypeptydowe,
tj. bowerycyna (BEA) i eniatyny (ENN).

WNIOSKI

1. Badane materialy hodowlane rdznig si¢ podatnoscig na porazenie przez Fusarium
temperatum.

2. Formy dent sg bardziej podatne na porazenie przez Fusarium temperatum, niz flint

wsrod badanych materiatdéw hodowlanych kukurydzy.

Formy flint i dent r6znig si¢ pod wzgledem udziat amylozy w strukturze skrobi.

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

Sekwencje EF-1o oraz f-tubulina umozliwiaja jednoznaczng diagnostyke Fusarium

temperatum.

6. Z uwagi na znaczenie Fusarium temperatum za celowe nalezaloby uznaé¢ podjecie
prac zmierzajacych do opracowania markerow SCAR dla wspomnianego gatunku.

wnkhw
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Okreslenie zroéznicowania genetycznego linii
wsobnych kukurydzy za pomocg markerow
molekularnych

Evaluation of genetic diversity of inbred maize lines using molecular markers

Stowa kluczowe: heterozja, kukurydza, linie wsobne, markery molekularne, podobienstwo
genetyczne

Celem zadania bylo sprawdzenie systemu markerow molekularnych, ktore pozwola
na efektywne ustalanie dystansu genetycznego pomi¢dzy liniami kukurydzy. Sprawdzono
wtym celu markery RAPD, SSR oraz SNP, ktore wykazujg wysoki stopien
polimorfizmu, sa powtarzalne ze wzgledu na budowe starteréw, a ich uzycie jest
stosunkowo niedrogie. Polimorfizm uzyskany dzigki zastosowaniu wymienionych
systemow molekularnych pozwolil na rozréznienie linii pochodzacych z odmiennych pul
genetycznych. Analiza efektow heterozji mieszancow w zalezno$ci od dystansu
genetycznego dzielacego linie biorgce udzial w krzyzowaniach, pozwolita ponadto
na weryfikacje przydatnos$ci markeréw molekularnych do oceny zrdéznicowania genetycz-
nego linii w celu maksymalizacji efektu heterozji w procesie hodowli kukurydzy.
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Dokonano podziatu linii wsobnych kukurydzy na grupy heterotyczne na podstawie
zidentyfikowanych markeréow molekularnych sprz¢zonych z /oci determinujacymi plon
ziarna i jego podstawowe komponenty.

Materiatem badawczym w 2018 roku byly wyprowadzone w polskich spoétkach
hodowlanych 94 linie wsobne kukurydzy. Badane linie charakteryzowaly si¢
zroéznicowanym pochodzeniem i zostaly uzyskane z materialow bedacych w dyspozycji
hodowli i cechowaly si¢ brakiem pokrewienstwa. Podstawe klasyfikacji tych linii
stanowila budowa ziarniaka i mozna je bylo wstepnie podzieli¢ na formy o ziarnie
zgboksztaltnym (dent) oraz szklistym (flint). W trakcie trwania zadania przeanalizowano
lacznie 476 linii wsobnych kukurydzy pochodzgcych z polskich hodowli (Hodowla
Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR, Matopolska Hodowla Roslin Sp. z 0.0. Oddziat
Kobierzyce). Analizowane linie wykazywaty duze zrdéznicowanie pod wzgledem cech
morfologicznych, jak i uzytkowych, co potwierdzono stosujac jedno- i wielocechowe
narzedzia statystyczne.

Do analizy zréznicowania genetycznego wykorzystane zostaly poczatkowo markery
molekularne typu RAPD oraz SSR. Markery SSR wybrano z dostepnych baz danych,
aprzy ich wyborze kierowano si¢ ich powigzaniem z plonem oraz cechami struktury
plonu, a nastepnie dokonywano oceny ich specyficznosci i wiarygodnos$ci na materiatach
hodowlanych. Nastepnie w trakcie realizacji zadania system markerowy zostat
uzupetniony o badanie polimorfizmu pojedynczych loci (SNP), a do genotypowania linii
kukurydzy zastosowano metod¢ KASP (ang. Kompetitive Allele Specific PCR).

W 2018 roku do okreslenia zréznicowania genetycznego linii kukurydzy zastosowano
dwa rozne systemy markerowe (SSR, SNP), ktore pozwolily na efektywne grupowanie
linii. Wyniki analiz molekularnych wykazaty, ze linie kukurydzy z polskich hodowli
charakteryzowaly si¢ podobnym tlem genetycznym, o czym $§wiadcza ich pozycje
w uktadzie sktadowych gtdéwnych oraz umiejscowienie na dendrogramach podobienstwa.

Na podstawie obliczonych dystansow genetycznych wybrano komponenty
rodzicielskie do krzyzowan w celu uzyskania mieszancow eksperymentalnych, ktore
umozliwity okreslenie zwigzkéw pomiedzy dystansem linii rodzicielskich a efektem
heterozji mieszancow F;. Mieszance testowe kukurydzy wykazaty wysoki istotny efekt
heterozji wzgledem form rodzicielskich dla plonu i suchej masy ziarna. Nie wykazano
natomiast powigzania obliczonych, z wykorzystaniem réznych systemow markerowych,
warto$ci odlegltosci genetycznych pomiedzy formami rodzicielskimi z efektami heterozji
mieszancow. Mozna zatem stwierdzié, ze zastosowane systemy markerowe pozwolity na
wlaczanie linii do grup homogenicznych, natomiast obliczone wyniki odlegtosci gene-
tycznych pomiedzy formami rodzicielskimi nie mialy bezposredniego przelozenia
na wielko$¢ efektu heterozji mieszancow dla plonu ziarna i zawartosSci suchej masy.
Podobnie nie wykazano liniowego zwigzku pomig¢dzy wielocechowym zréznicowaniem
linii, a wielkoscia efektu heterozji mieszancow.

Zastosowane systemy markerowe pozwolily natomiast na bardzo efektywne
genotypowanie linii kukurydzy i na ich podziat na grupy heterogenne, co jest waznym
elementem wspotczesnej hodowli odmian mieszancowych kukurydzy. Sposrdd zastoso-
wanych systemow markerowych najbardziej przydatne do okreSlania zrdéznicowania
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genetycznego linii kukurydzy wydajg si¢ by¢ markery mikrosatelitarne SSR ze wzgledu
na dobre grupowanie genotypow, niskie koszty analiz oraz tatwos¢ ich wykonania. Ten
system markerowy z wybranymi i zweryfikowanymi w trakcie realizacji zadania

starterami do reakcji PCR mozna poleci¢ do bezposredniego stosowania w hodowli
kukurydzy.
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Badania tolerancji odmian ziemniaka na stresy
abiotyczne w Swietle postepujacych zmian
klimatycznych

Drought tolerance of potato cultivars to abiotic stress in relation to climate change

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

Badania Mittlera i in. (2006) wykazaty, ze straty w produkcji rolniczej USA
spowodowane susza wyniosty okoto 20 bilionow USD w latach 1980-2004, natomiast
lacznym wystgpieniem suszy i wysokiej temperatury az 120 bilionow USD. Obecnie
stosowane techniki dotycza atestacji roslin odpornych na dzialanie pojedynczego
niekorzystnego czynnika srodowiska. Dlatego, istnieje pilna konieczno$¢ podjecia badan
nad reakcja roslin na laczne dziatanie wigcej niz jednego czynnika S$rodowiska
modyfikujacego wzrost i rozwoj roslin, a tym samym wielkosc¢ i jakos¢ plonu rolniczego.
Ponadto w celu aplikacji wynikow w/w badan, zasadne jest podjecie proby identyfikacji
takich enzymow, ktorych aktywno$¢ pod wplywem stresu zmienia si¢ w znaczacym
stopniu i roznicuje odmiany odporne i podatne na niedobory wody. Ten sposob podejs$cia
powinien pozwoli¢ na opracowanie mikroptytkowych metod oznaczania aktywnosci,
umozliwiajgcych szybka ocen¢ odpornosci odmian na stresy.
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Duza role w odpornosci roslin na suszg glebowa odgrywa system korzeniowy. Proby
znalezienia korelacji migdzy wielkosciag systemu korzeniowego a wiclko$cig plonu
podejmowane byly przez wielu badaczy, nie wszystkim jednak udawato si¢ uzyskac
proste zaleznos$ci (Leszczynski i Tanner, 1976; Opena i Porter, 1999; Aspray i in., 1983;
Parker i in., 1989; Stalham i Allen, 2001; Vos i Groenvald, 1986; Zarzynska i in., 2017).
W pracy przegladowej dotyczacej badan nad systemem korzeniowym ziemniaka Iwama
(2008) stwierdza wprawdzie, ze masa korzeni generalnie wskazuje pozytywne korelacje
z plonem bulw. Rozpoznanie i okreslenie wielkosci i zasiggu systemu korzeniowego
uroznych odmian daje mozliwo$¢ skierowania w rejony o czestszych niedoborach
opadow odmian, ktore warunki takie mogg znosi¢ tatwiej, a wi¢c z mniejszym
uszczerbkiem dla plonu. Informacje o wielkosci systemu korzeniowego moga stanowié
dobra wskazowke dla hodowcow.

Celem podjetych badan bylo wytypowanie odmian o rdéznej wrazliwosci na suszg
glebowa, wysoka temperature, poznanie zaleznosci pomi¢dzy tolerancyjnoscia ziemniaka
na susz¢ glebowg i wysoka temperatur¢ a budowa morfologiczng i architekturg systemu
korzeniowego, opracowanie metod szybkiego wykrywania enzyméw odpowiedzialnych
za tolerancyjnos$¢ ziemniaka na susze glebowa.

Nasze wyniki wskazujg, ze oba stresy tj. suszy glebowej i wysokiej temperatury
powodowaty zmiany w morfologii roslin. Susza miata wigkszy wptyw niz stres wysokiej
temperatury. Najwicksze zmiany zachodzily jednak przy obu stresach wystepujacych
jednoczesnie. Wykazano réwniez roéznice odmianowe. Na podstawie naszych wynikow
mozna wybra¢ odmiany o matych zmianach morfologicznych pod wpltywem
stosowanych streséw jak Lech, Laskara i odmiany o duzych zmianach: Lawenda i Jurata.

Na podstawie dotychczas prowadzonych badan zaobserwowano, ze zarysowuje si¢
zalezno$¢ pomiedzy wielkoscig systemu korzeniowego a wielkos$cia masy nadziemnej
rosliny i plonem bulw. Jak wykazano, odmiany ziemniaka rdznig si¢ zardéwno wielko$cig
catej masy korzeniowej, jak i dystrybucjg korzeni w poszczegdlnych warstwach gleby.
W naszych badaniach nie stwierdzono istotnych zaleznosci migdzy wielkoScig systemu
korzeniowego a plonem bulw pochodzacym z kombinacji gdzie nie stosowano suszy
glebowej, wicksza korelacj¢ zanotowano z plonem bulw z kombinacji, w ktorej
zastosowano susz¢ glebowa, a jeszcze wigksza ze spadkiem plonu migdzy kombinacja
kontrolng i z zastosowang susza. Byta to oczywiscie zalezno$¢ odwrotna tj. im wigkszy
system korzeniowy tym mniejszy spadek plonu. Wykazano, rowniez ze im wigkszy
udzial masy korzeni w calej biomasie rosliny i im nizszy stosunek cze$ci nadziemnej
do podziemnej tym wyZsza tolerancja odmiany na niedobor wody.

Badania biochemiczne sze$ciu odmian ziemniaka o roznej tolerancyjnosci na susze
wykazaly, ze najwyzszy wzrost stezenia L-proliny pod wplywem stresu suszy w wysokiej
temperaturze (38°C) zaobserwowano dla odmiany Bogatka. Koncentracja L-proliny dla
tej odmiany wzrosta szeSciokrotnie w pigtym dniu suszy w 38°C. Przy optymalnych
warunkach temperaturowych 21°C nie zaobserwowano znaczgcego podwyzszenia
stezenia L-proliny zarowno w przypadku kontroli, jak i suszy. Zauwazono niewielki
wzrost stezenia L-proliny u ro$lin poddanych stresowi suszy i temperatury 38°C
w przypadku odmian Gawin i Cekin. W pozostalych odmianach ziemniaka zaréwno
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susza, jak 1 wysoka temperatura nie indukowaty wyraznego wzrostu st¢zenia L-proliny
w badanym okresie pieciu dni. W przypadku odmian Gwiazda i Oberon, poziom
L-proliny byt taki sam w ciggu pigciu dni dla wszystkich badanych kombinacji, co
swiadczy, ze w badanym okresie odmiany te nie reagowaly wzmozong produkcja tego
aminokwasu w odpowiedzi na zadany stres.
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Analiza interakcji genotypowo-srodowiskowej
w odniesieniu do wybranych cech uzytkowych
ziemniaka jadalnego w roznych systemach uprawy

Analysis of genotype by environment interaction for selected traits of table potato
in various cultivation systems

Stowa kluczowe: cechy kulinarne, interakcja genotypowo $rodowiskowa, plon bulw, stabilnosc,
zawarto$¢ skrobi, ziemniak

Celem badan jest ocena wptywu interakcji genotypowo-srodowiskowej na ksztatto-
wanie zmiennosci, ktora powstaje w odpowiedzi na zmieniajace si¢ Srodowisko uprawy.
Ocena ta dotyczy wybranych cech jakosci istotnych dla ziemniaka jadalnego (smak, wady
bulw, ciemnienie migzszu bulw) oraz cech zwigzanych z ksztaltowaniem si¢ plonu.
Analiza interakcji genotypowo-§rodowiskowej pozwoli na: (a) ocen¢ udziatu czynnikow
genetycznych, srodowiskowych i interakcyjnych w ksztattowaniu poszczegdlnych cech
oraz (b) oszacowanie stopnia stabilnosci ekspresji cech kulinarnych w ziemniaku
jadalnym o zréznicowanym pochodzeniu.

W 2018 roku cele prac byly nastepujace (1) przeprowadzenie do§wiadczen polowych
w 3 lokalizacjach z wybranymi rodami i odmianami ziemniaka (pierwszy element
3-letniego cyklu), (2) rozmnazanie badanych rodéw i odmian oraz (3) selekcjonowanie
klonow tetraploidalnych wyrdzniajacych si¢ poziomem cech uzytkowych i wybranych
cech odpornosciowych.
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MATERIAL I METODY

W doswiadczeniach polowych oceniano 30 rodéw i 10 odmian ziemniaka. Wsrod
rodow jest 11 genotypoéw pochodzacych z krzyzowan interploidalnych (tj. typu odmiana
skrzyzowana z diploidalnym donorem cech jakosciowych), 11 form odpornych na zarazg
ziemniaka oraz 8 form pochodzacych z krzyzowan odmian jadalnych z rodami wtasnymi
odpornymi na wirus Y ziemniaka i $rednig odporno$cig na zaraze ziemniaka.

Doswiadczenia zalozono w 2 miejscowosciach potozonych w centralnej Polsce
(z uprawg tradycyjng w Mlochowie 1 ekologiczng w Grabowie) oraz w Boguchwale
na potudniowym wschodzie, w ktdrej mozna oczekiwac naturalnej silnej epifitozy zarazy
ziemniaka (rowniez uprawa tradycyjna). Do$wiadczenia prowadzono w uktadzie blokow
losowanych (3 bloki) z 7 krzakowymi poletkami. Rody i odmiany oceniano pod
wzgledem plonu bulw, zawartosci skrobi, nasilenia wad bulw oraz smaku i ciemnienia
migzszu bulw gotowanych. W Mtochowie prowadzono takze 15 krzakowe rozmnozenia
ocenianych w doswiadczeniach rodow i odmian.

Do ocen zroznicowania wykorzystano analize¢ wariancji i test Tukeya lub test
Kruskala-Wallisa. Analize¢ stabilno$ci przeprowadzono przy uzyciu wspolczynnika
zmienno$ci (Francis i Kannenberg, 1978) i/lub wariancji stabilnosci Shukli (Shukla,
1972). Obliczenia wykonano 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 nieciemniejagcy migzsz), jako miar¢ zastosowano warto§¢ mediany 1 warto$é
minimalng spos$réd 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 miazszu bulw — mediana >7
i minimum >6,5.

W 2018 r. prowadzono takze selekcje wsrod 60 tetraploidalnych rodow ziemniaka
pochodzacych od form wiasnych i odmian, bedacych donorami odporno$ci na zaraze
ziemniaka krzyzowanych z donorami cech jakosci, ktérymi byly rody diploidalne.
Materiat obejmowatl 60 rodoéw, ktore utrzymywano na poletkach 15 krzakowych.

WYNIKI

Wyniki przeprowadzonych w 2018 r. doswiadczen wskazujg na istotny wplyw
genotypu (tj. badanych rodéw i odmian) i miejscowosci dla wszystkich badanych cech.
Najwyzszy plon bulw i najnizsza zawarto$¢ skrobi stwierdzono w Boguchwale, za$
w Mtochowie i Grabowie (z uprawg ekologiczng) plony byly nizsze, a zawarto$¢ skrobi
najwyzsza w uprawie ekologicznej w Grabowie. W przypadku plonu i zawarto$ci skrobi
stwierdzono wysoce istotng statystycznie interakcj¢ rodow/odmian z miejscowosciami.
Najwigksze nasilenie wad stwierdzono w bulwach pochodzacych z uprawy w Mtochowie
i Grabowie. Najlepszy smak mialy bulwy pochodzace z uprawy tradycyjnej
w Mlochowie. Bulwy z uprawy tradycyjnej w Mtlochowie i Boguchwale wykazywaty
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takze nizsza sklonnos$¢ do ciemnienia po ugotowaniu w poréwnaniu do bulw z uprawy
ekologicznej w Grabowie. Na otrzymane wyniki duzy wplyw miat przebieg pogody
(dhugotrwata susza w centralnej Polsce).

W celu oceny stabilnosci plonu zastosowano tylko wariancje stabilnos$ci (Shukla,
1972). Dodatkowo, zmodyfikowano wyjsciowy ranking badanych genotypow wg
rosngcego plonu, uwzgledniajagc statystyczng istotno$¢ roznic pomigdzy badanymi
genotypami oraz istotno$¢ wariancji stabilno$ci. Odpowiednio zwigkszajac lub
zmniejszajac wyjsciowa range kazdego rodu lub odmiany otrzymano nowy ranking
genotypow 1 wyrdzniono najlepsze genotypy, tj. plenne i stabilne (Mendiburu, 2015).
W takim uproszczonym schemacie selekcji, najwazniejszym czynnikiem decydujgcym
o wyborze wydaje si¢ by¢ wysokos¢ sredniego plonu, a stabilno$¢ (lub jej brak) ma
mniejsze znaczenie — wsrod wybranych 20 rodéw/odmian jest 5 form niestabilnych,
podobnie jak wsrod niewybranych form niskoplennych.

W przypadku zawartosci skrobi oceniono stabilno$¢ za pomocg 2 miar (wariancja
stabilno$ci Shukli i wspotezynnik zmiennosci), ktore byty silnie skorelowane i pozwolity
wyrozni¢ bardzo duzg liczbg genotypow z niestabilnym poziomem skrobi. Wsrdd takich
niestabilnych genotypdéw znalazly si¢ prawie wszystkie odmiany. Zawarto$¢ skrobi jest
wazng cecha odmianowa, a zatem nalezaloby oczekiwa¢ niewielkiej zmiennosci
pomigdzy miejscowosciami (=srodowiskami). Wyniki ocen stabilno$ci mogg wskazywac
na brak przydatno$ci uzytych miar do oceny stabilnosci takiej cechy jak zawarto$¢ skrobi
albo zbyt matg liczbe srodowisk.

Do oceny stabilno$ci nasilenia wad bulw, smaku i ciemnienia postuzono si¢
warto§ciami mediany i ustalonymi warto$ciami minimalnymi, ktérych uzycie zapewnia
wybdr form stabilnych i jednocze$nie o wysokim (akceptowalnym) poziomie badanych
cech. Jednoroczna ocena wskazuje, ze stabilnym poziomem tych cech wyrdzniaty si¢
rody interploidalne.

WNIOSKI

1. W doswiadczeniach polowych z uprawg tradycyjng lub ekologiczng prowadzonych
w trzech miejscowosciach stwierdzono:

— istotny wplyw genotypu (rodu lub odmiany) i miejscowosci na poziom wszystkich
ocenianych cech oraz wptyw ich interakcji na poziom plonu i zawartosci skrobi.

— stabilny poziom plonu wigkszos$ci badanych roddéw i odmian. Z kolei stabilno$§¢
zawartos$ci skrobi byta znacznie rzadziej obserwowana. Uwaza si¢, ze wysokos$¢ plonu
w duzej mierze podlega wptywom S$rodowiskowym, a zawarto§¢ skrobi jest cechg
odmianowg. Nalezy przyjaé, ze oceny uzyskane w jednym sezonie wegetacyjnym nie
pozwalajg jednoznacznie okre$lic wplywu interakcji Srodowiskowo genotypowe;j
na poziom plonu i zawartosci skrobi.

— stosunkowo rzadkie wystgpowanie stabilnie matego nasilenia wad bulw. Stabilnym
poziomem smaku i nieciemnienia migzszu bulw wyroznita si¢ grupa rodow z krzy-
zowan interploidalnych. Do wyr6zniania rodow lub odmian stabilnych pod wzglgdem
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cech wyrazanych w skali posluzono si¢ wartosciami mediany 1 przyjetymi
granicznymi warto$ciami minimalnymi.

2. Charakteryzowano 60 rodow pod wzgledem cech uzytkowych i odpornosci na zarazg
ziemniaka (za pomocg testow laboratoryjnych i z uzyciem markeréw molekularnych).
Wybrano grupe 30 rodow o dobrym plonie, odpornych na zarazg i niewadliwym
smaku bulw.
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Badania ekspresji 1 genetyczna charakterystyka
odpornosci na bakterie Dickeya solani
w wyrdznionych zrodtach odpornosci w ziemniaku
na poziomie diploidalnym

Research on the expression and genetic characterization of the resistance to bacteria
Dickeya solani in selected for resistance diploid potato

Stowa kluczowe: bialka ziemniaka, Dickeya solani, loci cech ilosciowych, mokra zgnilizna bulw
ziemniaka, odpornosé

CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

Mokra zgnilizna bulw ziemniaka to choroba powodowana przez kilka gatunkow
bakterii pektynolitycznych nalezacych do dwoch rodzajow: Pectobacterium i Dickeya.
Bakterie Dickeya spp. sa bardziej agresywne od innych bakterii pektynolitycznych
(Czajkowski i in., 2013). Straty ekonomiczne powodowane przez bakterie
pektynolityczne to: obnizenie wielkosci plonu bulw, utrata czgéci plonu w czasie
przechowywania, wystapienie czarnej noézki w czasie sezonu wegetacyjnego, koszty
zwigzane z degradacjg plantacji nasiennych. Nie stosuje si¢ ochrony chemicznej
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do zwalczania bakterii wywotujacych choroby ziemniaka. Odpornos¢ bulw ziemniaka

na bakterie pektynolityczne jest cechg poligeniczng (Zimnoch-Guzowska i in., 2000).
Celem tematu jest:

— (1) zmapowanie odpornosci na bakterie D. solani w diploidalnej nieselekcjonowane;j
populacji ziemniaka, otrzymanej po skrzyzowaniu formy wysoko odpornej z formag
o niskiej odpornosci na te bakterie oraz

— (2) znalezienie réznic w profilach biatkowych odmian ziemniaka, roéznigcych sie
miedzy sobg poziomem odporno$ci bulw na zakazenie bakteriami D. solani, 8 lub 48
godzin po inokulacji.

CEL (1). OPIS WYNIKOW

Przeprowadzono analiz¢ markerow DArTseq 186 osobnikow potomnych i ich form
rodzicielskich, wykonano ocen¢ fenotypowa odpornosci bulw na bakterie D. solani
(Lebecka, 2017) oraz oceniono zawartos¢ skrobi w bulwach ziemniaka w populacji
mapujacej (Zgorska, 2001). Testowana cecha przyjmowata rozktad normalny. Srednia
masa zgnitej tkanki genotypoéw potomstwa populacji mapujgcej wynosita 2,3 g, zakres
cechy od 0,0 do 7,6 g, u odpornej formy rodzicielskiecj DG 00-270 wynosita 0,8 g,
a u podatnej formy, DG 08-305 — 5,9 g. Zawarto$¢ skrobi w formach rodzicielskich
populacji mapujacej wynosita 20,5% w DG 00-270 i 17,3% w DG 08-305. Zakres
badanej cechy w potomstwie wynosit od 11,4% do 23,9%, ze $rednig populacji 17,7%.

CEL (1). WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

Testowanie porazenia bulw w tescie sztucznej inokulacji bedzie powtoérzone w trzecim
(ostatnim) roku badan. Dane bgda wykorzystane do mapowania /oci cech ilo§ciowych
(QTLs) odpornosci bulw na bakterie D. solani. Ocena zawartosci skrobi w kolejnym roku
badan umozliwi zbadanie zwigzku zawarto$ci skrobi z odpornoscig bulw na mokrg
zgnilizn¢. Badania bedg kontynuowane.

CEL (2). OPIS WYNIKOW

Na podstawie trzyletniej oceny porazenia bulw w testach laboratoryjnych przepro-
wadzonych w poprzednich latach tego projektu (Lebecka, 2017) do badan
proteomicznych wybrano dwie odmiany o wysokiej odpornosci (Bea i Humalda) i trzy
odmiany o nizszej odporno$ci (Katahdin, Ulster Supreme i Irys). Probki z pigeciu odmian
ziemniaka pobierano z bulw zranionych inokulowanych bakteriami D. solani, z bulw
zranionych traktowanych woda (8 1 48 h po inokulacji) oraz z bulw nieranionych (8 h
po inokulacji). Do$wiadczenia prowadzono w dwdch terminach. Pobierano od dwoch
do czterech fragmentéw z kazdej kombinacji doSwiadczenia. Bialka izolowano wedtug
protokotu opracowanego w poprzednich latach tego projektu (Murawska i in., 2017).
Analize probek wykonano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej
z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS). Programem Diffprot (Malinowska
iin., 2012) poréwnano listy peptydow danych grup eksperymentalnych pomigdzy soba,
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obliczajac zaleznosci statystyczne i typujac bialka, ktorych poziom ekspresji pomig¢dzy
badanymi grupami roznit si¢ w sposob istotny (P < 0,1), co najmniej 1,5 razy. (1)
Poréwnano biatka z bulw inokulowanych bakteriami D. solani z biatkami bulw
zranionych i traktowanych wodg. Przeprowadzono cztery poroéwnania, dla grupy odmian
odpornych i podatnych, po 8 i 48 h po inokulacji. Wyrézniono wylacznie jedno biatko
réznicowe, peroksydazg, w grupie odmian odpornych, 48 godzin po inokulacji. (2)
Poréwnano biatka z bulw odmian odpornych z podatnymi. We wczesnej fazie infekcji,
8 godzin po inokulacji, wyr6ézniono 4 biatka (patatyny, inhibitory proteinaz w tym
inhibitor chymotrypsyny), ktorych ekspresja byta istotnie wyzsza w odmianach
odpornych, w probkach pobranych zaréwno z bulw inokulowanych bakterig jak
i traktowanych woda, natomiast w bulwach nieranionych istotnie wigksza ekspresje
stwierdzono dla bialka patatyny. Wyzsza ekspresja w odmianach odpornych, tylko
po inokulacji, charakteryzowaly si¢ dwa biatka, inhibitor proteinazy PTI i syntetaza
tiaminotiazolowa. W podzniejszej fazie infekcji w odmianach odpornych w obu rodzajach
bulw, inokulowanych i traktowanych woda, bylo istotnie wiecej inhibitorow proteinaz,
patatyny (tak samo jak po 8 h) i inhibitor6w proteazy serynowej. Wyrozniono biatka
o wyzszej ekspresji w odmianach odpornych wylacznie po inokulacji bakteriami,
inhibitory proteazy aspartylowej, oksydazy polifenolowe i endoplazminy.

Wykonano dwie analizy gtownych sktadowych dla wszystkich prob z doswiadczenia
(1) po 8 h oraz (2) po 8 i 48 h. Analiza probek z doswiadczenia po 8 h wyjasnia 19%
zmienno$ci a analiza po 48 h — 26% zmiennosci, mimo to analiza po 8 h pozwala
na oddzielenie odmian odpornych od podatnych na podstawie drugiej sktadowej (PC2).
Po 48 h roznice pomigdzy jedng z odpornych odmian, a pozostalymi odmianami
podatnymi zaczynajg si¢ zacierac.

CEL (2). WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

Wykazano réznice w biatkach pomigdzy odpornymi i podatnymi odmianami na mokra
zgnilizng bulw, w poczatkowej 1 pozniejszej fazie infekcji. Wigkszos¢ biatek
roznicowych wystepuje w bulwach inokulowanych bakteriami w zranienia i w bulwach
zranionych traktowanych wodg. W bulwach nieranionych 8 h po inokulacji, sposrod
bialek roznicowych wykrytych w poczatkowej i pozniejszej fazie infekceji, tylko patatyny
wystepowaly w wiekszej ilosci w odmianach odpornych w poréwnaniu z podatnymi.
Na podstawie analizy gldéwnych sktadowych 8 h oraz 8 i 48 h po inokulacji zaktadamy, ze
roéznice obserwowane w czasie wczesnej fazy infekcji, 8 h po inokulacji, mogg odgrywac
wigksza rolg w hamowaniu rozwoju objawow choroby.
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Wyroznianie form ziemniaka o ztozonej odpornosci
na matwiki atakujgce ziemniak przy wykorzystaniu
metod konwencjonalnych 1 molekularnych.
Charakterystyka nowego zrodta odpornosci
na Globodera pallida znalezionego
w Solanum gourlayi

Selection of potato forms with accumulated resistances to nematodes attacking the
potato by using conventional and molecular methods. Characterization of a new
source of resistance to Globodera pallida found in Solanum gourlayi

Stowa kluczowe: cechy uzytkowe, mapowanie, matwik, odpornos$¢, Solanum gourlayi , ziemniak
CEL

Celem zadania jest poznanie genetycznych uwarunkowan odpornosci na matwiki,
zaobserwowanej w gatunku Solanum gourlayi oraz wyrdznienie w obrebie ziemniaka
o roznych kierunkach uzytkowania form o zlozonej odpornosci na matwiki atakujgce
ziemniak (patotypy matwika ziemniaczanego — Globodera rostochiensis i matwika
agresywnego — G. pallida).

Celem tematoéw realizowanych w 2018 roku byla: a) ocena odpornosci klonow
diploidalnej populacji mapujacej na patotypy G. pallida; b) prowadzenie do§wiadczenia
polowego z udzialem materiatow tetraploidalnych o zlozonej odpornosci na patotypy
Globodera spp., selekcja form o zlozonej odpornosci z wykorzystaniem markerow
molekularnych oraz prowadzenie krzyzowan interploidalnych w celu wprowadzenia
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odpornosci ze zrodta S. gourlayi na poziom tetraploidalny; c) analiza DArT diploidalnej
populacji mapujacej.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy obejmowatl: (a) klony z diploidalnej populacji mapujacej DW 94-
4235 x Sg 2/7 oraz (b) 197 klondéw tetraploidalnych o ztozonej odpornosci na patotypy
Globodera spp. pochodzacych z 3 kombinacji krzyzowkowych. Dla klonow populacji
mapujacej prowadzono oceny odpornosci na patotypy Pa2 i/lub Pa3 G. pallida. Klony
tetraploidalne prowadzono w doswiadczeniu polowym (7 krzakowe poletka X 2
powtorzenia) i oceniono plon bulw, zawarto$¢ i plon skrobi, morfologie bulw (w skali 1—
9, 9 = najlepsze oceny) oraz nasilenie wystegpowania defektow bulw (w skali 14, 4 =
brak wad).

Prowadzono takze polowe rozmnozenie klondéw populacji mapujacej, uzupetniono
dane dotyczace amplifikacji markerow zwigzanych z genami odpornosci HI i Grol-4 dla
klonow tetraploidalnych oraz przeprowadzono krzyzowania interploidalne w celu
przeniesienia odpornosci z S. gourlayi na poziom tetraploidalny (dwie tetraploidalne
formy mateczne krzyzowano z diploidalnym klonem Sg 2/7).

WYNIKI

Zrédlem genéw odpornosci ziemniaka uprawnego na matwiki (Globodera spp.) sa
dzikie gatunki Solanum, a jednym z nich jest S. gourlayi, w ktérym zaobserwowano
podwyzszong odporno$¢ na matwika agresywnego G. pallida (Van Soest i in., 1983), ale
stopien tej odpornosci i jej spektrum dzialania nie sg znane. W ramach tematu ustalono
odpornos¢ na patotypy G. pallida wybranych klonow diploidalnych S. gourlayi, ktére
wykorzystano do przygotowania populacji diploidalnych (z nich wybrano populacje
mapujaca). W 2018 r. przeprowadzono oceng odpornosci na patotypy Pa2 i/lub Pa3
G. pallida klonébw populacji mapujgcej, sposrod ktorych 15 byto odpornych na patotyp
Pa2, a 44 klony — na patotyp Pa3. Odpornos¢ przetestowanych klonow diploidalnych
miedcita si¢c w zakresie od 1 do 6 (przy skali 1-9), co pokazuje segregacje poszukiwanej
cechy w wytypowanej diploidalnej populacji mapujace;.

W doswiadczeniu polowym charakteryzowano klony tetraploidalne, a sposrod nich
selekcjonowano, z uzyciem markerow molekularnych, formy o zlozonej odpornosci
na Globodera spp. Srednie wartoéci uzyskane dla tych klonow byly nastepujace: plon
bulw 1,1 kg/krzak (dla odmian wzorcowych 1,4 kg/krzak), zawarto§¢ skrobi 13,1%
(14,3% dla odmiany Kuba), plon skrobi 79,8 g/ha (128,3 g/ha dla odmiany Kuba),
wielko$¢ bulw 4,3 (odmiany wzorcowe 4,8), regularnos¢ zarysu 5,7 (odmiany 6,0),
glebokos$¢ oczek 6,0 (odmiany 6,4). Wady bulw badanych klondéw ksztattowaly sig
na poziomie 2,7 (ocena dla odmian 1,8 wynikala ze znacznego nasilenia wzrostu wtor-
nego). Oceny te wskazuja na nieco stabszy poziom cech w porownaniu
do wykorzystanych w do$wiadczeniu odmian wzorcowych. Wsrod badanych klonow
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byty jednak takie, ktore przewyzszaly odmiany wzorcowe pod wzgledem plennosci i/lub
morfologii bulw.

Przeprowadzono porownanie S$rednich wartosci cech pomigdzy grupa klondw,
w ktorych stwierdzono amplifikacje wybranego markera molekularnego, a grupa bez
markera. Réznice stwierdzono jedynie dla markera HC, zwigzanego z genem odpornosci
na patotypy Pa2/Pa3 (klony z markerem mialy wyzszy plon, nizszg skrobi¢ i stabsza
regularnos$¢ zarysu bulw w pordéwnaniu do grupy bez markera) i dla markera Grol-4,
sprzgzonego z genem odpornosci na patotyp Rol (réznice migdzy grupami dotyczyty
ksztattu i wielkosci bulw). Dla markera 57R (dla genu odpornosci na Rol i Ro4) nie
stwierdzono takich zalezno$ci dla Zzadnej z cech, podobnie jak w poprzednich badaniach
(Milczarek i in., 2014).

Wyselekcjonowano 10 klonéw posiadajacych wszystkie trzy stosowane w projekcie
markery, tj. HC, Grol-4 i 57R. Klony te charakteryzowaty si¢ do§¢ dobrym poziomem
cech agronomicznych, co wskazuje na mozliwos¢ wyrdzniania klonéw o dobrych
cechach uzytkowych i odpornych na patotypy Rol i Ro4 G. rostochiensis oraz Pa2/3
G. pallida.

Zrealizowano réwniez program krzyzowan interploidalnych. Diploidalna forma
ojcowska, klon Sg 2/7 miala ptodny pytek (ptodnos¢ 70%) i tworzyla duze ziarna pytku,
ktore sg wskaznikiem meskich gamet o niezredukowanej liczbie chromosomow.
Przeprowadzono tgcznie 300 zapylen i uzyskano 29 jagdd.

Do mapowania gendow odpornosci wykorzystuje si¢ diploidalne populacje mapujace,
ktore uzyskuje si¢ poprzez krzyzowanie formy odpornej z formg podatng (Gebhardt,
2007). W 2018 roku otrzymano wyniki genotypowania nieselekcjonowanej populacji
mapujacej wysokowydajng metodg DArTseq wykonang przez Diversity Array
Technology, Pty Ltd. (Canberra, Australia). Metoda ta jest polaczeniem wczesniej
opracowanej metody DArT z sekwencjonowaniem nowej generacji (next generation
sequensing). Otrzymano wyniki dla ponad 82 tysigcy markeréw. Obecnie trwa analiza
i opracowywanie tych wynikow (np. usuwanie markeré6w niepolimorficznych dla ro-
dzicow populacji mapujacej, usuwanie markerow, ktore nie segregowaly w potomstwie,
ustalanie kryterium liczby dopuszczalnych brakow danych) w celu przygotowywania
danych do stworzenia mapy genetycznej.

WNIOSKI

1. Segregacja odpornosci w wytypowanej diploidalnej populacji mapujacej pozwoli
na zbadanie podtoza genetycznego odpornosci pochodzacej z wykorzystanego zrodia
— S. gourlayi.

2. Wyniki do$wiadczenia polowego wskazuja, ze klony uzyskane w wyniku krzyzowan
form o zlozonej odpornosci na Globodera spp. charakteryzujg si¢ nieco nizszym
poziomem cech uzytkowych w porownaniu do odmian wzorcowych. Jednak
obserwowane zakresy ocen tych cech wskazuja, ze jest mozliwe wytypowanie
sposrod nich klonow o wysokim poziomie badanych cech i jednoczes$nie odpornych
na patotypy Globodera spp.
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3. Nie obserwowano negatywnych zwigzkéw pomiedzy obecno$ciag genu odpornosci
identyfikowanego markerem molekularnym a poziomem cech uzytkowych.

4. Wyselekcjonowano 10 klonéw posiadajgcych markery Grol-4 genu Grol-4, 57R
genu HI oraz marker HC genu GpaV,,, o do§¢ dobrym poziomie cech uzytkowych.

5. Uzyskano 29 jagéd z krzyzowan interploidalnych (zapylacz byt formg diploidalng Sg
2/7), co wskazuje na mozliwo$¢ wprowadzenia odpornosci z S. gourlayi na poziom
tetraploidalny.

6. Otrzymano wyniki genotypowania populacji nieselekcjonowanej (wyniki dla 82 tys.
markerow) i rozpoczgto analize w celu przygotowywania danych.
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Eliminacja patogendw niekwarantannowych (bakterie
endogenne 1 wirusy) oraz kontrola zdrowotnosci roslin
ziemniaka w banku in vitro

Elimination of non-quarantine pathogens (viruses and endophytic bacteria)
and control of potato plantlets healthiness in the in vitro bank

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

Glownym celem zadania nr 63 sg prace nad doskonaleniem metod uwalniania roslin
ziemniaka od patogenow niekwarantannowych (bakterie endogenne i wirusy) przy
pomocy kultur in vitro.

Choroby wirusowe ziemniaka powoduja degeneracje plantacji nasiennych i wplywaja
na znaczne straty w plonie bulw. Najwigksze zagrozenie stanowi wirus PVY ziemniaka,
ktory moze powodowac spadek plonu bulw nawet o 50% (Chrzanowska, 2000). Z kolei
wirus PVS i PVM ziemniaka, ktore tatwo si¢ rozprzestrzeniajg mogg powodowac straty
rzedu 30% (Kostiw, 2013). Infekcje wirusowe sg powaznym zagrozeniem dla hodowli
ziemniaka, gdyz ich koncentracja wzrasta w kolejnych pokoleniach bulw w wyniku
rozmnazania wegetatywnego, a takze sg odporne na dzialanie zabiegow chemicznych.
Dlatego tak wazna jest eliminacja wirusow z zainfekowanych roslin ziemniaka
(Faccioli, 2001).

W ramach tematu badawczego wykonano badania nad uwalnianiem ro$lin od wiruséw
PVS i PVM ziemniaka przy zastosowaniu dwoch metod: termoterapii potaczonej
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zizolacja merystemow 1 chemioterapii jednowegzlowych fragmentow ro$lin in vitro
porazonych wirusami.

Juz w 1952 roku ukazaly si¢ pierwsze informacje w literaturze o tym, iz wirusy moga
w mniejszym stopniu infekowa¢ wierzcholki, a wyizolowane merystemy moga by¢
od nich wolne (Morel, Martin, 1952). Kolejne badania wykazaly ze ilo$¢ roslin wolnych
od wirusa wzrasta proporcjonalnie wraz z temperaturg oraz czasem trwania termoterapii
(Biniam i Tedesse, 2008), jednocze$nie zmniejsza si¢ liczba eksplantatow, ktore
po zakonczeniu terapii sa zdolne do regeneracji (Zaklukiewicz, 1982; Ali i in., 2013).
W tegorocznych badaniach wykazaliSmy rowniez jak duzy wplyw na uzyskanie
zdrowych ro$lin in vitro ma czynnik osobowy, na co sktada si¢ m.in. jakos$¢ 1 wielkos$é
izolowanego merystemu. Z materialu poddanego tym samym warunkom termoterapii,
w zaleznosci od wykonawcy uzyskano z merystemoéw od 68% (wykonawca 1) do 30%
(wykonaweca 2) ro$lin in vitro, w tym wolnych od wirusa 26,4% (wykonawca 1) do 8%
(wykonawca 2).

Antymetabolity stosowane w chemioterapii sg to analogi nukleotydow, o wysokiej
aktywnosci przeciwwirusowej, wlaczajace si¢ w metabolizm wiruséw 1 wywolujace
zmiany w kodzie genetycznym, hamujgc tym samym ich namnazanie (Malepszy, 2001).
Nasir i in. (2010) oraz Mahmoud i in. (2009) zaobserwowali, ze rybawiryna z wysoka
skutecznoscig eliminuje PVA, PVX, PVS, PVM, PVY i PLRV, natomiast tiouracyl
sporadycznie eliminowat PVS oraz wirusa PVX. Stosowanie antymetabolitdw ma
rowniez wady, gdyz wraz ze zwigkszeniem ich st¢zenia w pozywce nastepuje
proporcjonalny wzrost liczby roslin wolnych od wiruséw po zakonczeniu terapii, ale
zmniejsza si¢ liczba roslin zdolnych do regeneracji (Nasir i in., 2010; Mahmoud i in.,
2009). Nasze badania wykazaty, ze wyzsze dawki RBV obnizajg poziom ekstynkcji
wirusa PVS i PVY, ale dzialajg fitotoksycznie na eksplantaty. Dodanie do pozywki
rybawiryny nie ma wplywu na zmniejszenie koncentracji wirusa PVM ziemniaka.
Natomiast zastosowane dawki tiouracylu nie majg wplywu na zmniejszenie koncentracji
wirusa PVS i PVM ziemniaka, jedynie zmniejszyla si¢ koncentracja wirusa PVY
ziemniaka. Dodany do podtoza tiouracyl nie ma negatywnego wptywu na wzrost i rozwoj
roslin in vitro.

Bakterie endofityczne sg problemem, ktory pojawia si¢ systematycznie w kulturach
in vitro, niezaleznie od gatunku roslin. Nawet najwigksza staranno$§¢ w procesie mikro-
rozmnazania nie daje stuprocentowej pewnosci otrzymania i rozmnazania kultur bez
zanieczyszczen. Obecnie trudno jest powiedzie¢ o kulturach in vitro ze sa sterylne.
Prawidlowo przeprowadzona dezynfekcja eksplantatow w poczatkowej fazie nie
wykazuje zanieczyszczen bakteryjnych i moga one nie by¢ zauwazone (Orlikowska i in.,
2012). Pierwszym sygnalem $§wiadczacym o obecnosci bakterii w kulturach in vitro jest
nieznaczne zmetnienie pozywki pod wyszczepionym eksplantatem oraz pojawiajace si¢
wodniste ,,hallo” wokot eksplantatu. Proces ten ujawnia si¢ w kulturach po 3—5 dniach od
pasazowania. Dodanie biocydu do pozywki hodowlanej moze spowodowac zahamowanie
namnazania si¢ bakterii endogennych.

Celem tematu w 2018 roku bylo badanie trzech dostgpnych na rynku preparatow
bakteriobdjczych: PPM™, ProClin 300® i AgNO3, pod katem skuteczno$ci zwalczania
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zanieczyszczen bakteryjnych (bakterie endogenne) w kulturach in vifro ziemniaka i ocena
ich fitotoksycznosci.

Biocyd PPM™ gzostat przetestowany dla wielu gatunkdéw roslin m.in. rosliny cytru-
sowe, kapustne, melon, tyton (Compton, Koch, 2001). Badania wykazaly pozytywny
wplyw preparatu w ograniczeniu zanieczyszczen bakteryjnych. Badacze zwracali uwage,
ze musi by¢ on stosowany w odpowiedniej koncentracji w zalezno$ci od gatunku ro$lin,
gdyz zbyt wysokie stezenie moze mie¢ negatywny wplyw na rozwoj tkanki roslinnej.
Wiaczenie do pozywek zwigzkow bakteriobdjczych i bakteriostatycznych musi by¢
bezpieczne dla tkanek roslinnych i dlatego wazne sg badania nad ich skuteczno$ciag
i fitotoksycznoscia.

Na podstawie dotychczas prowadzonych badan zaobserwowano, ze w zaleznosci
od zastosowanego biocydu eliminacja bakterii endogennych byla zr6znicowana. Dodany
do podtoza preparat PPM™, podobnie jak w latach poprzednich nie wykazywat fito-
toksycznego wptywu na eksplantaty, a nawet najnizsza dawka 0,3% w duzym stopniu
eliminowata bakterie endogenne — 78,35% ,,czystych kultur”. Wyzsze dawki — od 0,4%
to 100% kultur wolnych od zanieczyszczen bakteryjnych. Rowniez dodatek do pozywki
ProClin300® eliminowal zanieczyszczenia bakteryjne w 100% przy zastosowaniu
najwyzszej dawki i w 86,67% przy zastosowaniu nizszej dawki. Jednoczesnie przy
nizszych dawkach nie zaobserwowano fitotoksycznego dziatania preparatu na wzrost
1 rozwoj roslin in vitro, tylko przy najwyzszej dawce 0,04% ro$liny stabiej korzenily sig¢
i rosly nizsze w stosunku do kontroli. Azotan srebra (AgNO3) dodany do pozywki nie
mial wptywu na eliminacje bakterii endogennych z kultur in vitro ocenianych odmian.
Dodatkowo przeszczepione fragmenty ro$lin in vitro zareagowaly na azotan srebra,
tworzac stabe roslinki (jedno migdzywezle), czesto z mikrobulwkami.

W naszych badaniach wykazaliSmy pozytywny wptyw PPM™ i ProClin 300®na
zanieczyszczenia bakteryjne w kulturach in vitro ziemniaka. Niestety preparaty te nie
powoduja trwatego ,,0czyszczenia”, tzn. po przeszczepieniu ro$lin in vitro z podtoza
z dodatkiem biocydu na standardowe podtoze MS tylko wierzchotkowe fragmenty roslin
zachowatly czysto$¢ bakteryjng. Nalezy sprawdzi¢ po ilu pasazach zastosowane dawki
PPM™ i ProClin 300® wyeliminujg bakterie endogenne z kultur in vitro ziemniaka.
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Wyrdznianie i charakterystyka tetraploidalnych form
ziemniaka odpornych na wirusy M 1 S ziemniaka
z wykorzystaniem selekcji metodami
konwencjonalnymi 1 markerami molekularnymi

Distinguished and characterization of tetraploid forms of potato resistant on PVM
and PVS viruses by using conventional methods and marker assisted selection

Stowa kluczowe: odpornos$é, reakcja nadwrazliwosci — HR, Solanum tuberosum, wirus M
ziemniaka, wirus S ziemniaka

Celem projektu jest okreslenie reakcji form z genem Rm pochodzacym z S. megista-
crolobum lub Gm z S. gourlayi na nowe warianty wirusa M ziemniaka oraz poznanie
dodatkowych czynnikow genetycznych warunkujacych te odpornos¢ w roznych
warunkach $rodowiskowych przy zastosowaniu iloSciowych metod molekularnych.
W przypadku odpornosci warunkowanej genem Rm okre$lona zostanie zalezno$¢ miedzy
odpornoscia, a wystepowaniem reakcji nekrotycznej. W przypadku wirusa S ziemniaka
celem projektu jest ocena wptywu dawki genu na odpornos¢, aby mozna byto stwierdzié,
czy uzasadnione jest tworzenie form typu multipleks pod wzgledem genu Ns w celu
otrzymania form o podniesionej odpornos$ci na wirus PVS ziemniaka. W roku 2018
w ramach zadania 61 realizowano cztery tematy badawcze.
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TEMAT 1

Rozmnazanie w polu odpornych na PVM rodéw ziemniaka z sze$ciu populacji
ze zréodlem odpornosci pochodzacym z S. megistacrolobum lub S. gourlayi oraz
dwoch populacji majacych w swym pochodzeniu Zrédlo odpornosci na PVS
z S. tuberosum subsp. andigena

Celem tematu byto stworzenie kolekcji rodow odpornych na PVM oraz rozmnozenie

w polu populacji majacych w swym pochodzeniu odporno$¢ na PVS.

Wyniki

W ramach tematu rozmnazano w polu 423 rody tetraploidalne majace w swym

pochodzeniu gen odpornosci na PVM pochodzacy z S. megistacrolobum (Rm) oraz 157

rodow tetraploidalnych, majacych w swym pochodzeniu gen odpornosci na PVM

pochodzacy z S. gourlayi (Gm) (Migtkiewska, 1999). Po przeprowadzeniu oceny
odpornosci z porazenia wtornego w testach ELISA (Wasilewicz-Flis, 2001), ocenie cech
morfologicznych bulw i wad zewngetrznych, do kolekcji rodow odpornych na PVM
wybrano 268 rodow. Z populacji z segregujacym genem Ns z S. tuberosum subsp.
andigena zebrano 154 rody, tylko te, ktore nie ulegly porazeniu w testach ELISA (ocena
porazenia pierwotnego).

Whioski

— W kolekcji rodow wysoko odpornych na PVM znalazlo si¢ 200 rodow z genem
odpornosci Rm oraz 68 rodow z genem Gm.

— Rody znajdujace si¢ w kolekcji M zostaly ocenione pod katem odpornosci na PVM
w testach laboratoryjnych, w porazeniu pierwotnym i wtérnym oraz uzyskaly peing
charakterystyke cech morfologicznych.

— Genotypy znajdujace si¢ w kolekcji mogg zosta¢ wykorzystane w dalszych pracach
hodowlanych, jako formy rodzicielskie w programach krzyzowan.

— Wytypowano 154 rody, ktore nie ulegly porazeniu PVS w ocenie porazenia
pierwotnego.

TEMAT 2

Ocena fenotypowa na wirus S ziemniaka rodéw pochodzacych z populacji 4x (Ns)

— inokulacja mechaniczna roslin

Celem tematu byla ocena fenotypowa poziomu odpornosci na wirus S ziemniaka
rodow pochodzacych z dwdch populacji tetraploidalnych, w ktorych zrodtem odpornosci
na PVS byl gatunek S. tuberosum subsp. andigena.

Wyniki

W ramach zadania 2 przeprowadzono ocen¢ odpornosci na PVS rodéw pochodzacych
z dwoch populacji tetraploidalnych. Ocena porazenia pierwotnego pozwolita wyr6znic
rody odporne i podatne na PVS. Srednie wartoéci absorbancji A4s w grupie rodow
odpornych, podatnych, wzorcow i form rodzicielskich przedstawiono na rysunku 1.
Badane rody, ktore posiadaty $rednie wartos$ci absorbancji na poziomie lub ponizej
warto$ci granicznej, zostaly zaliczone wstgpnie do grupy rodéw najodporniejszych. Z 200
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ocenianych rodow wyrdzniono 154, ktdére w porazeniu pierwotnym nie ulegly zakazeniu
PVS. Porazenie odnotowano dla 46 rodéw ziemniaka. Z roslin badanych w roku 2018
zostaly zebrane bulwy, aby w przysztym sezonie oceni¢ porazenie wtdrne.
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Rys. 1. Srednie wartosci A s dla grupy rodéw odpornych i podatnych na PVS z populacji Ns-11
i Ns-111, form rodzicielskich i odmiany wzorcowej

Whioski

— Z populacji Ns-11 1 Ns-1I1I po ocenie porazenia pierwotnego wyrdzniono rody, ktore nie
ulegly porazeniu PVS.

— Wytypowano 154 rody wstgpnie uznane za odporne na PVS.

— Pomimo wysokich warto$ci Ay w teScie ELISA dla rodéw podatnych, objawy
fenotypowe na lisciach roslin ziemniaka nie zawsze byly obserwowane.

TEMAT 3

Ocena porazenia wtornego rodow pochodzacych z 6 populacji 4x zakazanych

mechanicznie PVM w poprzednim sezonie

Celem tematu bylo wyrdznienie rodow 4x wysoko odpornych na wirus M ziemniaka.

Wyniki

W ramach tematu 3 przeprowadzono oceng porazenia wtdrnego rodow pochodzacych
z 6 populacji 4x z segregujacym genem Rm z S. megistacrolobum i Gm z S. gourlayi
zakazanych mechanicznie PVM. Ze wszystkich 580 ocenianych genotypow wyrdzniono
rody podatne na PVM (n = 48) i odporne (n = 538). W kazdej z 6 ocenianych populacji
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uzyskali§my przewage form odpornych nad podatnymi. Dla czterech ocenianych
populacji (M-I, M-IV, M-VIIL, M-VIII) uzyskano rozktad form odpornych i podatnych,
zgodny z rozkladem oczekiwanym (3:1) (rys. 2). Zgodno$¢ wynikéw potwierdzono
testem chi-kwadrat (x’). Rody wysoko odporne na PVM, z poprawna ocena cech
morfologicznych, bez wad zewnetrznych 1 wewnetrznych zostaly umieszczone w kolekceji

genotypow odpornych na wirus M ziemniaka.
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Rys. 2. Udzial genotypow podatnych i odpornych na wirus M ziemniaka w 6 tetraploidalnych

Whioski

— W testach oceniajacych porazenie wtdrne wyrdzniono z kazdej populacji rody odporne

na PVM.

— Frekwencja form odpornych do podatnych dla 4 populacji byta zgodna z oczekiwana.
— Rody odporne moga zostaé wykorzystane jako formy rodzicielskie, w przysztych

programach hodowlanych.

Ocena porazenia wtérnego rodéw ocenianych w do$wiadczeniu szczegélowym:
— ocena porazenia wtornego (testy ELISA) wytypowanych rodow 4x (Rm 1 Gm)
poddanych kompleksowej ocenie odpornos$ci na wirus M ziemniaka w poprzednim

sezonie.

— ocena porazenia wtornego (analizy Real-Time PCR) wytypowanych rodow 4x (Rm
i Gm) poddanych kompleksowej ocenie odpornosci na wirus M ziemniaka w po-

przednim sezonie.

258

populacjach (wyniki dwuletnie)

TEMAT 4




Ziemniak

Celem tematu bylo do charakteryzowanie (poprzez ocen¢ porazenia wtornego) reakcji
odpornosciowej wybranych rodéw ziemniaka przy zastosowaniu roéznych zZrodet
zmiennosci.

Wyniki

W ramach tematu 4 oceniano reakcje odpornosciowg na PVM 12 rodéw nalezacych
do 4 populacji majagcych w swym pochodzeniu gen Rm i dwoch populacji z genem Gm.
Poréwnywano wpltyw kilku czynnikow (genotypu, szczepu wirusa i temperatury) na
poziom porazenia oceniany po zakazeniu mechanicznym roslin i po szczepieniu. Ocena
zawartosci wirusa w komorkach roslinnych byla oceniana w do$wiadczeniach na
ro$linach pochodzacych z proby oczkowej (porazenie wtorne). Obecnos¢ PVM byta
oceniana w testach ELISA (Wasilewicz-Flis, 2001) i metoda Real-Time PCR. Wyniki
z porazenia wtornego dla rodow z populacji Rm 1 Gm potwierdzily poziom odpornosci
uzyskany dla nich w porazeniu pierwotnym. Uzyskano bardzo wysoka korelacje
pomiedzy wynikami uzyskanmi dla ro$lin z porazenia pierwotnego i wtornego we
wszystkich uktadach doswiadczen.

Whioski
— Rody nalezace do populacji Rm i Gm w ocenie porazenia wtornego potwierdzily swoj

poziom odpornosci na wirus M ziemniaka uzyskany z porazenia pierwotnego.

— Dla genotypu M-III-130 odnotowano istotny wplyw temperatury 1 szczepu
na namnazanie si¢ wirusa w komoérkach roslinnych.

— Odpornos¢ na PVM pochodzaca od S. megistacrolobum i warunkowana genem Rm
w naszych badaniach nie byta rasowo specyficzna. Wyjatek stanowit rod M-I11-130.

— Odpornos¢ na PVM warunkowana genem Rm dla dwdch genotypow z populacji M-II1
w duzym stopniu zalezala od temperatury inkubacji.

— Odpornos¢ na PVM pochodzaca od S. gourlayi przejawia si¢ w szerokiej skali
temperatur i nie zalezy od szczepu wirusa uzytego do zakazen oraz zwigzana jest ze
zjawiskiem tolerancji (brak objawdow fenotypowych na roslinach i brak spadku wigoru
roslin).

— Rody odporne z genem Gm mogg stanowi¢ doskonaly material hodowlany
i wprowadza¢ do programow hodowlanych wysoki poziom odpornosci na PVM.

— Zakazania mechaniczne roslin wydaja si¢ by¢ wystarczajace do przeprowadzenia
fenotypowej oceny poziomu odpornosci na PVM.
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Opracowanie czutych metod wykrywania
najwazniejszych wirusow ziemniaka

Development of sensitive methods for detection of the most important potato viruses
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Sprawcami najwigkszych strat plonu w Polsce s3: wirus ziemniaka Y (PVY, Y), wirus
lisciozwoju ziemniaka (PLRV, L) oraz wirus ziemniaka M (PVM, M). Gtéwnym celem
Zadania nr 58 jest opracowanie czulych metod wykrywania tych wirusow w réznych
tkankach ziemniaka. Cel ten jest realizowany w postaci pi¢ciu tematow badawczych: (I)
Opracowanie i optymalizacja nowych metod wykrywania wirusow. (II) Ocena wplywu
odpornosci odmian ziemniaka na skuteczno$¢ wykrywania wirusow w bulwach.
(III) Badania nad wykrywaniem wirusow w bulwach i kietkach ziemniaka za pomoca
koktajl i DAS ELISA. (IV) Adaptacja i optymalizacje metod molekularnych do wykry-
wania wiruséw w ro$linach in vitro. (V). Opracowanie testow diagnostycznych do szyb-
kiego wykrywania wirusow.

Zdrowotno$¢ sadzeniakéw jest oceniana za pomocg tzw. proby oczkowej, ktora
stanowi polaczenie testu biologicznego z immunologicznym. Proba oczkowa polega
na wycigciu fragmentow bulw z pojedynczymi oczkami, chemicznym przerwaniu ich
spoczynku, podkietkowaniu w 21°C w ciemnosci, a nastepnie wysadzeniu w szklarni
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i wykonaniu testu DAS-ELISA wg Clark i Adams (1977) z uzyciem soku z probek lisci
pobranych z 4-6 tyg. roslin. Wykrywanie wirusow metodag ELISA prowadzone jest
metodg posrednig z ro$lin, ze wzgledu na znaczacy wzrost koncentracji czgstek wirusa
w roslinach, co zwigksza szans¢ na wykrycie testem ELISA wirusow o bardzo niskiej
koncentracji w bulwach. Bezposrednie badanie bulw byloby optymalne, jednak Hill
i Jackson (1984) wykazali, ze czutos¢ testu ELISA jest za mata do wykrycia wirusow
w bulwach. Podejmowano proby zwigkszenia czulos$ci tego testu. Wstgpne wyniki
wskazywaty, ze koktajlowa wersja testu umozliwia wykrywanie PVY i PLRV w bulwach
(Treder i in., 2009). Wicloletnie badania prowadzone w ramach Zadania nr 58 wykazaty,
ze test byl wiarygodny jedynie dla PLRV i PVM. W przypadku PVY uzyskiwano
zarowno wyniki zgodne z proba oczkowa, jak rowniez wykazujace mniejszg skutecznosc
testu w porownaniu z probg oczkowg. W celu wyjasnienia tej rozbieznosci podjeto bada-
nia nad wptywem odporno$ci odmian na skuteczno$¢ wykrywania wirusow w bulwach.
Na podstawie dotychczas uzyskanych wynikow stwierdzono, ze wzrost odpornosci
odmian ma negatywny wyptyw na wykrywalnos¢ PVY. W celu zwigkszenia czutosci
testu prowadzone sg prace nad mozliwoscig wykorzystania roznych metod zaggszczania
czgstek wirusowych z wigkszych objetosci. Obiecujgce wyniki uzyskano stosujac czgstki
magnetyczne pokryte przeciwcialami. Obecnie badana jest mozliwos¢ wykorzystania
membran jonowymiennych w tym samym celu.

Alternatywa dla proby oczkowej moze by¢ test na kietkach opracowany dla PLRV przez
Syllera (1988). W Zadaniu nr 58 prowadzone sg prace nad wykrywaniem wirusoéw Y, M i L
w tym organie. Potwierdzono dobrg zgodno$¢ wykrywania wirusow Y, M 1 L w kietkach
zproba oczkows. Do wykrywania w bulwach mozna takze stosowac testy molekularne —
RT-PCR lub RT-LAMP, (Singh i in., 1995; Boonham i in., 2008). Koszt testow
molekularnych mozna obnizy¢ zastepujac komercyjne zestawy do izolacji RNA krzemionka
(Zacharzewska i in., 2014) lub czastkami magnetycznymi (Treder i in., 2018).

Metody molekularne mogg by¢ réwniez przydatne do oceny stanu zdrowia ro$lin
wprowadzanych do kolekcji zasobow genowych ziemniaka. Takg kolekcje (Bank Genow
Ziemniaka) posiada Pracownia Zasobow Genowych i Kultur in vitro, wchodzaca w sktad
Oddziatu IHAR — PIB w Boninie. Rutynowa ocena kolekcji na obecno$¢ wiruséw
wykonywana jest za pomocg ELISA. Koszt testu RT-PCR jest zbyt wysoki do oceny
kolekcji. Mozna go obnizy¢ stosujac multipleksowy wariant (m-RT-PCR) testu (Du i in.,
2008). W ramach Zadania nr 58 opracowano wariant klasycznego m-RT-PCR do jedno-
czesnego wykrywania Y, M i L w tej samej probie. Za pomoca opracowanego testu
stwierdzono, ze przebadane 150 genotypy ziemniaka z kolekcji podstawowej Banku
Genow sg wolne od wirusow Y, M i1 L. Dalsze usprawnienie testu wymaga opracowania
m-RT-PCR w czasie rzeczywistym.

Rozwo6j metod izotermicznej amplifikacji kwasow nukleinowych umozliwit
opracowanie metod diagnostycznych, ktére mozna wykona¢ poza laboratorium
(Boonham i in., 2008). W ramach Zadania nr 58 opracowano szybki test fluorescencyjny
RT-LAMP do wykrywania PVY (Przewodowska i in., 2015) oraz jego czulszy wariant,
umozliwiajagcy roéznicowanie serotypéw PVY (Treder i in., 2018) i kolorymetryczne
wykrywanie wirusa poprzez obserwacj¢ zmiany barwy badanych prob (Treder i in.,

262



Ziemniak

2017). Zmiana barwy byta specyficzna dla prob RNA izolowanego z ro§lin z wirusem
i nie zachodzita w probach, do ktérych dodawano RNA z roslin zdrowych. Opracowano
rowniez procedur¢ wykrywania wirusow Y, M 1 L za pomocag testu RT-LAMP
bezposrednio w soku z roélin, bez izolacji RNA. Metoda dzialala dobrze we
fluorescencyjnej wersji RT-LAMP. W kolorymetrycznym RT-LAMP, zmiana barwy
nastgpowata zaréwno po dodaniu do prob soku wycisnigtego z ro$lin z badanymi
wirusami, jak i po dodaniu soku z ro$lin zdrowych.

Celem projektu w 2018 r. bylo: (I) opracowanie metody zageszczania wirusOw
z wickszych objetosci poprzez wigzanie czastek wirusa na membranach jono-
wymiennych, (II) zbadanie, czy odpornos¢ odmian wptywa na wykrywalno$¢ wiruséw
bezposrednio w bulwach, (III) ocena przydatnosci kietkéw do wykrywania wirusow, (IV)
opracowanie multipleksowego RT-PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania wirusow
Y, M i L; (V) opracowanie metody przygotowania sokoéw do RT-LAMP, eliminujacej
z soku czynniki wywotujacy zmiane barwy bigkitu hydroksynaftolowego (HNB).

W roku 2018 w ramach prac nad metodg zageszczania wirusow z wigkszych objetosci
na membranach jonowymiennych stwierdzono, ze PVM wigzat si¢ silnie a PLRV stabo
ze ztozem Q. Oba wirusy nie wigzaly si¢ ze ztozem S. W sklad populacji PVY wchodzity
wiriony o stabym i silnym wigzaniu do zloza Q oraz o stabym i silnym wigzaniu do ztoza
S. Zageszczanie czastek wirusOw na membranie Q miato pozytywny wptyw na wykry-
wanie PVY. Dla PVM zabieg ten zwigkszal dwukrotnie czulo$§¢ wykrywania wirusa,
jednak negatywnie wplywat na wysokos$¢ absorbancji w tescie ELISA. Zatezanie czastek
wirusa nie powiodto si¢ dla PLRV, prawdopodobnie z uwagi na stabe oddziatywanie tego
wirusa ze ztozem Q w zastosowanych warunkach. W 2018 r. w do$wiadczeniu polowym
porazenie PVY byto wysokie w poréwnaniu z ubiegtymi sezonami a porazenie PVM
i PLRV bardzo niskie, podobnie jak w ubieglych sezonach. Dla PVY potwierdzono
wplyw odpornosci odmian na spadek wykrywalnosci wirusa w bulwach. Badajac
wykrywalno$¢ wirusow w bulwach i kietkach ziemniaka potwierdzono dobrg zgodnos¢
wykrywania wirusow w kielkach z proba oczkowa. Wyzsza skutecznoscig wykazat si¢
test koktajl ELISA niz DAS-ELISA dla kielkéw. Stwierdzono wyzszag skutecznosé
wykrywania PVM bezposrednio w bulwach niz za pomocg proby oczkowej. Test
RT-qPCR byt bardziej skuteczny w ocenie porazenia lisci, kietkow i bulw wirusem Y niz
RT-LAMP i1 DAS-ELISA. Wyniki prac nad optymalizacja metod molekularnych do
wykrywania wirusOw w roslinach in vitro w 2018 r. potwierdzity, ze pojedynczy RT-PCR
w czasie rzeczywistym pozwalal na wykrycie wszystkich badanych wirusow.
Multipleksowy test RT-PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania wirusow Y, L i M
wymaga dalszych badan. W roku 2018 wykazano, Ze stosujac chloroform mozna wizual-
nie wykrywaé¢ PVY za pomocg kolorymetrycznego testu RT-LAMP z barwnikiem HNB
bez izolacji RNA z badanych prob. Dodanie do prob alfa-kazeiny istotnie skracato czas
wykrycia w probach o niskiej koncentracji PVY. Czuto§¢ wizualnej detekcji z HNB byta
taka sama jak czuto$¢ wykrywania PVY za pomoca fluorescencyjnego testu RT-LAMP.
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Badania nad opracowaniem metod selektywne]
izolacji oraz czulej identyfikacji bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
w trudnych diagnostycznie probach srodowiskowych

Research and development of selective isolation and sensitive identification methods
of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus bacteria in difficult diagnostic
environmental samples

Stowa kluczowe: bakterioza pierscieniowa ziemniaka, Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus,
diagnostyka, nowoczesne metody, proby srodowiskowe, ziemniak

CEL TEMATU ORAZ PROWADZONYCH BADAN

Celem realizowanego projektu byto opracowanie materiatow i procedur do selektyw-
nej izolacji kwarantannowej bakterii — Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
(Cms) z réznych prob srodowiskowych oraz opracowanie 1 weryfikacja wysoce czutych
i specyficznych metod identyfikacji tej bakterii.

Zatozony cel osiggnigto poprzez realizacj¢ zalozen poszczegdlnych tematow
badawczych projektu.
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OPIS WYNIKOW

Wyniki uzyskane w temacie 1 pozwolily na opracowanie materiatow do konstrukcji
immunopodtoza do izolacji bakterii Cms z badanych prob. Na podstawie opracowanych
antygenow, w procesie immunizacji krolikow uzyskano 3 surowice z IgG anty-Cms,
ktére po oczyszczeniu badano pod katem czuloSci i specyficznosci wzgledem
stosowanych szczepow bakteryjnych. Do opracowania immunopodtoza uzyto przeciwciat
dajacych najlepszy stosunek miana do specyficzno$ci. Opracowane materialy pozwolity
na opracowanie funkcjonalnego immunopodtoza do izolacji bakterii Cms z soku
ziemniaka w warunkach laboratoryjnych oraz polowych.

Badania zwigzane z weryfikacjg metody izolacji DNA z zawiesin Cms o roznej
zawartosci $luzow bakteryjnych, potwierdzity skuteczno$¢ opracowanej metody zaréwno
w obecnosci wody, jak 1 komponentéw soku ziemniaka. Jako$¢ wyizolowanego DNA
oceniano na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego oraz analizy elektroforegramow
zawierajacych produkty amplifikacji DNA po przeprowadzeniu testu PCR. W poréwna-
niu do zalecanej obecnie metody izolacji DNA, ktéra stosowano jako odno$na, opraco-
wana metoda pozwalata na uzyskanie wyzszej czulosci w przypadku prob z wody, ale
byla jednoczesnie bardziej wrazliwa na komponenty soku ziemniaka. Wprowadzenie
modyfikacji w opracowanej metodyce w trakcie izolacji DNA z ekstraktow roslinnych
pozwolito na uzyskanie czutosci adekwatnej do metody odnosne;.

Wyniki uzyskane w ramach tematu 3 zwigzane z poroOwnaniem stopnia porazenia
badanych roslin oraz bulw potomnych pozwolity potwierdzi¢ funkcjonalno$¢ opraco-
wanych materiatow oraz metodyki izolacji DNA. Badane odmiany wykazaty podobnie
jak w poprzednim roku zréznicowang podatnos$¢ na sztuczng inokulacje bakteriami Cms
obu szczepow. Pomimo odmiennych do poprzednich lat warunkow pogodowych, stopien
porazenia bakteriami Cms zalezal zarowno od stosowanego profilu glebowego, jak i uzy-
tego do inokulacji szczepu Cms. Wyniki wskazaly na wigkszg efektywnos¢ szczepu silnie
mukoidalnego. Najmniejsza podatno$¢ uzyskano dla odmian Courage i Ikar, natomiast
najwigksze porazenie bulw zanotowano u odmian Gwiazda i Sagitta. Stosowanie profilu
glebowego miato wptyw na wysoko$¢ plonu i liczbe bulw potomnych. Metody IFAS
i PCR w znacznym stopniu korelowaly ze soba potwierdzajac wyzszy indeks porazenia
proéb z bulw, niezaleznie od wykrywanego szczepu Cms.

Wyniki badan uzyskane w ramach tematu 4, pozwolily oceni¢ wplyw obecnosci
zroéznicowanych mukoidalnie szczepéw bakterii Cms na poziom ekspresji objawow
chorobowych oraz czulos¢ testu molekularnego w badanych tkankach roslin in vitro.
Badane odmiany wykazaly zroznicowang wrazliwo$¢ na obecno$¢ poszczegdlnych
szczepow bakterii Cms. W poréwnaniu do wczesniejszych badan z uzyciem mieszaniny
3 szczepow Cms, przy zastosowaniu pojedynczych szczepéw 1 analogicznych
koncentracji komorek bakterii w mieszaninie inokulacyjnej, oddziatywanie fitotoksyczne
bylo znacznie stabsze. Obecno$¢ bakterii Cms oceniona testem PCR potwierdzono
praktycznie w wigkszosci badanych prob pozytywnych, czgsto pomimo braku
widocznych objawoéw makroskopowych na roélinach oraz zamglen w podtozach
wskazujgcych na silne porazenie bakteriami Cms.
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Badania dotyczace zapobiegania kontaminacjom bakteriami Cms podlozy stosowa-
nych do hodowli ro$lin in vitro ziemniaka, pozwolily na ocen¢ wpltywu obecnosci
koloidu zlota na dziatanie mieszaniny dwoch innych koloidow o dziataniu antymikro-
biologicznym. Obserwowano r6zng wrazliwo$¢ badanych odmian ziemniaka na miesza-
nin¢ koloidoéw, zaleznie od stosowanej koncentracji. Nizsze st¢zenia badanych koloidow
powodowaly lepszy wzrost i namnazanie si¢ badanych roslin w pordwnaniu z roslinami
kontrolnymi, natomiast zwigkszenie koncentracji nanoczasteczek w mieszaninie powodo-
wato wyzsza aktywno$¢ antymikrobiologiczng w stosunku do Cms.

WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

1. Przeciwciala skierowane na komorki bakterii Cms uzyskane w ramach pierwszego
z tematow badawczych w porownaniu z IgG z roku 2017 roku cechowaty si¢ wysoka
specyficznoscig oraz relatywnie nizszym mianem wobec badanych bakterii Cms.
Odpowiednia modyfikacja podtozy oraz zastosowanie opracowanych w roku
poprzednim IgG pozwolily na opracowanie powtarzalnego immunopodtoza
do specyficznej izolacji komoérek bakterii Cms niezaleznie od stopnia mukoidalnosci
badanych szczepéw Cms, jak réwniez wczesnos$ci i zawarto$ci skrobi badanych
odmian ziemniaka. Opracowany test immuno-PCR w poréwnaniu do poprzedniego
roku zostatl ulepszony, ale wymaga jeszcze dopracowania i optymalizacji w celu
poprawienia czuto$ci.

2. Badania dotyczgce opracowania warunkow izolacji DNA bakteryjnego pozwolity
poréwnac i wyznaczy¢ warunki, przy ktorych uzyskano najwyzsza i najnizsza czutosé
testu PCR bakterii Cms izolowanych z wody oraz z ekstraktu z bulw ziemniaka.
Z uwagi na znaczne oddzialywanie inhibitoréw reakcji PCR w probach z ekstraktu
ziemniaka, do dalszych badan w ramach zadania wybrano metod¢ wysokosolng
z proteinazg K stosujac 10-krotne rozcienczenie izolowanego DNA.

3. W temacie trzecim wykazano zréznicowang podatnos¢ badanych odmian na sztuczng
inokulacj¢ badanymi szczepami bakterii Cms. Odmianami najmniej podatnymi na
porazenie roslin i bulw potomnych przez badane szczepy Cms byly Courage, Ikar
i Jurek, natomiast porazenie bulw w wysokim stopniu obserwowano u odmian
Annabelle, Gwiazda i Sagitta. Wysokie porazenie pedow przektadalo si¢ na wysokie
porazenie plonu. Obserwowane w trakcie wegetacji zmiany w postaci chloroz
na lisciach u odmian Sagitta i Gwiazda potwierdzone zostaly wysokim indeksem
porazenia obliczonym na podstawie obserwacji mikroskopowej. Wyzszy indeks
porazenia todyg i bulw stwierdzono w preparatach pochodzacych z roslin, ktorych
sadzeniaki byty inokulowane mukoidalnym szczepem Cms NCPPB 4053 i byly
uprawiane na glebie cigzkiej, gliniastej profilu VI. Metody IFAS i PCR w znacznym
stopniu korelowaty ze sobg potwierdzajac wyzszy indeks porazenia prob z bulw,
niezaleznie od wykrywanego szczepu Cms.

4. Badania przeprowadzone w ramach kolejnego zadania pozwolily oceni¢ wplyw
obecnos$ci zroznicowanych mukoidalnie szczepoéw bakterii Cms na poziom ekspresji
objawow chorobowych oraz czutos¢ testu molekularnego w badanych tkankach roslin
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invitro. Badane odmiany wykazaly zréznicowana wrazliwo$¢ na obecnos¢
poszczegdlnych szczepow bakterii Cms. Najbardziej wrazliwg odmiang byla sie
odmiana Sagitta, natomiast najmniej podatng na obecnos¢ badanych szczepéw Cms,
odmiana Courage. Obecno$¢ bakterii Cms oceniona testem PCR potwierdzono
praktycznie w wigkszosci badanych prob pozytywnych czgsto pomimo braku
widocznych objawéw makroskopowych na roslinach oraz zamglen w podlozach
wskazujgcych na silne porazenie bakteriami Cms.

5. W ramach tematu 5 oceniono wplyw obecnosci koloidu ztota na dziatanie mieszaniny
koloidow srebra i miedzi na bakterie Cms, jak rowniez na wzrost i namnazanie
badanych ro$lin in vitro. Obecno$¢ zlota zwigkszyla dzialanie toksyczne
nanoczasteczek w stosunku do mukoidalnego szczepu patogenicznych bakterii Cms
juz przy koncentracji 0,1% docelowego stezenia nanoczasteczek w podiozu
mikrobiologicznym. Obserwowano rézng wrazliwo$¢ badanych odmian ziemniaka w
postaci kultur in vitro na mieszaning koloidow, zaleznie od stosowanej koncentracji.
Nizsze stezenia badanych koloidow powodowaty lepszy wzrost i namnazanie si¢
badanych roslin w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.
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Fusarium temperatum — znaczenie 1 szkodliwos¢
w uprawie kukurydzy, poszukiwanie 1 charakterystyka
zrodet odpornosci

Fusarium temperatum — importance and harmfulness in maize crops, search
and characterization of resistance sources

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

Fuzarioza kolb kukurydzy jest uwazana za jeden z najwazniejszych problemow
w uprawie tej rosliny. Szkodliwo$¢ choroby polega na znaczgcym spadku plonu,
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uzyskiwaniu ziarna gorszej jako$ci oraz jego zanieczyszczeniem metabolitami wtornymi
Fusarium spp. Jest to choroba o ztoZzonej etiologii, a wsrod czynnikow sprawczych
wymienia si¢ mi¢dzy innymi: Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium
avenaceum, Fusarium verticillioides, Fusarium subglutinans 1 Fusarium proliferatum.
Oile 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 (Gromadzka i in., 2017; Scauflaire
iin., 2011).

Izolaty F. temperatum pochodzily z ziarniakéw uzyskanych z kolb wykazujgcych
objawy fuzariozy rozwijajagcej si¢ w nastgpstwie infekcji naturalnych. Izolacje
i identyfikacj¢ prowadzono z zastosowaniem standardowych metod majacych zastoso-
wanie w diagnostyce mykologicznej Fusarium. Wiarygodno$¢ diagnostyki byla
potwierdzana molekularnie. Analiza molekularna opierata si¢ na sekwencjonowaniu
EF-la oraz f-tubuliny uznawanych za podstawowe markery barkodingu.

Celem badan w 2018 r. byla:

— ocena podatnosci linii hodowlanych Zea mays na porazenie przez Fusarium
temperatum,

— analiza profilu metabolitow wtoérnych wystepujacych w materiale roslinnym
porazonym przez Fusarium temperatum,

— analiza populacji Fusarium temperatum w zakresie cech istotnych w patogenezie

i epidemiologii fuzariozy kolb kukurydzy.

WYNIKI BADAN

W badanej populacji izolatow F. temperatum frekwencja wystepowania dopel-
niajgcych typow kojarzeniowych MAT1-1 1 MAT1-2 wyniosta odpowiednio 35 do 35.

Oceng patogeniczno$ci przeprowadzono dla 70 izolatow F. temperatum w warunkach
szklarniowych. Stwierdzono istotne zréznicowanie tej cechy w obrebie badanej populacji
patogendéw. Izolatami dajacymi najbardziej rozlegle zmiany na pedach inokulowanych
ros§lin byly izolaty: PFt-349, PFt-362, PFt-363, PFt-352 oraz PFt-322. Stanowily one
podstawe do badan podatnosci genotypow kukurydzy przez F. temperatum.

W 2018 r. porazenie kolb badanych 120 genotypoéw kukurydzy oceniane w dwodch
lokalizacjach (Hodowla Ros$lin Smolice i IHAR — PIB Radzikéw oraz Matopolska
Hodowla Ro$lin Oddziat w Kobierzycach oraz IHAR — PIB Radzikéw) byto na po-
ziomie $rednim. Zakres zmienno$ci analizowanej cechy wahat si¢ od 0,54 (dla genotypu
S-20) do 2,88 w przypadku genotypu o numerze kodowym K-47.

Sredni stopien porazenia materiatow pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce
(1,56) i HRS Smolice (1,39) réznit si¢ znacznie i roznica ta przy o = 0,05 byla
statystycznie istotna (F = 51,44 p = 0,0000).

Formy flint pochodzace z hodowli MHR Kobierzyce byly porazone w zakresie od
0,80 do 2,28, natomiast dent od 0,85 do 2,88. Formy flint pochodzace z hodowli HRS
Smolice byly porazone w zakresie 0,54 do 2,35, natomiast dent od 1,03 do 2,03.

228



Kukurydza

Stopien porazenia pochodzacych z hodowli A (Smolice i Radzikow) i B (Kobierzyce
i Radzikow) roznit si¢ nieznacznie, lecz roznica ta byla istotna statystycznie. W przy-
padku materialu ro§linnego pochodzacego z hodowli A i B $redni stopien porazenia kolb
wynosit odpowiednio 1,391 1,56 (F = 51,44 p = 0,0000).

W przypadku materialow pochodzacych z hodowli HRS Smolice, testowanych
w Smolicach i Radzikowie (hodowla A) zmienno$¢ porazenia kolb badanych genotypow
wahata si¢ od 0,54 dla genotypu o numerze kodowym S-20 do 2,35 dla genotypu
o numerze S-30. Formy flint pochodzace z tej hodowli byty porazone w zakresie od 0,54
do 2,35, natomiast dent od 1,03 do 2,03.

Zakres zmiennosci badanej cechy dla materiatow pochodzacych z hodowli MHR
Kobierzyce, testowanych w Kobierzycach i Radzikowie (hodowla B) wahal si¢ od
wartosci 0,80 dla genotypu o numerze kodowym K-26 do 2,88 dla genotypu K-47. Formy
flint pochodzace z tej hodowli byly porazone w zakresie 0,80 do 2,28, natomiast dent
od 0,85 do 2,88.

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji, z ryzykiem btedu a = 0,05
stwierdzono istotny wpltyw warunkéw $rodowiska na stopien porazenia badanych
genotypow kukurydzy (F = 40,41 p = 0,000). Sredni stopien porazenia materiatlow
badanych w Radzikowie wynosit 1,38 i byl istotnie mniejszy niz w Smolicach (1,51)
i Kobierzycach (1,64).

Na podkreslenie zastuguje stwierdzenie mniejszej podatnosci na porazenie form flint
niz dent. Stopien porazenia roslin wynosil odpowiednio 1,38 i 1,57. Zaleznos¢ taka
obserwowano w przypadku trzech lokalizacji do§wiadczenia, tj. Smolice i Radzikow.
Porazenie form dent i flint wynosito odpowiednio:

— w Smolicach 1,581 1,43 (F=9,70 p=0,0018),
— w Radzikowie 1,451 1,30 (F = 20,90 p = 0,0000),
— w Kobierzycach 1,811 1,47 (F = 39,39 p = 0,0000).

Réznice w trzech lokalizacjach do§wiadczenia byly istotne statystycznie.

Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint, materialow
pochodzacych z Hodowli Smolice wynosit 30,91% i 31,53%, roznit si¢ znacznie i roznica
ta byla statystycznie istotna (F = 13,54 p = 0,0002).

Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint, materialow
pochodzacych z Hodowli MHR Kobierzyce wynosit 30,57% i 31,39%, roznit si¢
znacznie i roéznica ta przy o = 0,05 byla statystycznie istotna (F = 11,36 p = 0,0007).

W poszczegdlnych lokalizacjach do$wiadczen polowych udziat amylozy w ziarnia-
kach form flint kukurydzy byt istotnie wyzszy niz dent. Zalezno$¢ t¢ zanotowano
w przypadku dwodch lokalizacji doswiadczenia, tj. Smolic i Radzikowa. Udzial amylozy
w ziarniakach form dent i flint wynosil odpowiednio w Smolicach 29,99% 1 31,76%
(F = 84,03 p = 0,0000), w Radzikowie 31,47% i 32,15% (F = 13,33 p = 0,0003).
Natomiast udzial amylozy w ziarniakach form dent i flint w Kobierzycach wynosit
odpowiednio 30,05% 1 29,77% (F = 0,56 p = 0,4539), tym samym roznica ta nie byla
istotna statystycznie.

Zarowno w porazonych ziarniakach pochodzgcych z doswiadczen inokulacyjnych, jak
rowniez w warunkach invitro wykazano, ze dominujagcg grupa mykotoksyn
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biosyntetyzowanych przez izolaty F. temperatum sa zwiazki heksadepsypeptydowe,
tj. bowerycyna (BEA) i eniatyny (ENN).

WNIOSKI

1. Badane materialy hodowlane rdznig si¢ podatnoscig na porazenie przez Fusarium
temperatum.

2. Formy dent sg bardziej podatne na porazenie przez Fusarium temperatum, niz flint

wsrod badanych materiatdéw hodowlanych kukurydzy.

Formy flint i dent r6znig si¢ pod wzgledem udziat amylozy w strukturze skrobi.

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

Sekwencje EF-1o oraz f-tubulina umozliwiaja jednoznaczng diagnostyke Fusarium

temperatum.

6. Z uwagi na znaczenie Fusarium temperatum za celowe nalezaloby uznaé¢ podjecie
prac zmierzajacych do opracowania markerow SCAR dla wspomnianego gatunku.

wnkhw
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Okreslenie zroéznicowania genetycznego linii
wsobnych kukurydzy za pomocg markerow
molekularnych

Evaluation of genetic diversity of inbred maize lines using molecular markers

Stowa kluczowe: heterozja, kukurydza, linie wsobne, markery molekularne, podobienstwo
genetyczne

Celem zadania bylo sprawdzenie systemu markerow molekularnych, ktore pozwola
na efektywne ustalanie dystansu genetycznego pomi¢dzy liniami kukurydzy. Sprawdzono
wtym celu markery RAPD, SSR oraz SNP, ktore wykazujg wysoki stopien
polimorfizmu, sa powtarzalne ze wzgledu na budowe starteréw, a ich uzycie jest
stosunkowo niedrogie. Polimorfizm uzyskany dzigki zastosowaniu wymienionych
systemow molekularnych pozwolil na rozréznienie linii pochodzacych z odmiennych pul
genetycznych. Analiza efektow heterozji mieszancow w zalezno$ci od dystansu
genetycznego dzielacego linie biorgce udzial w krzyzowaniach, pozwolita ponadto
na weryfikacje przydatnos$ci markeréw molekularnych do oceny zrdéznicowania genetycz-
nego linii w celu maksymalizacji efektu heterozji w procesie hodowli kukurydzy.
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Dokonano podziatu linii wsobnych kukurydzy na grupy heterotyczne na podstawie
zidentyfikowanych markeréow molekularnych sprz¢zonych z /oci determinujacymi plon
ziarna i jego podstawowe komponenty.

Materiatem badawczym w 2018 roku byly wyprowadzone w polskich spoétkach
hodowlanych 94 linie wsobne kukurydzy. Badane linie charakteryzowaly si¢
zroéznicowanym pochodzeniem i zostaly uzyskane z materialow bedacych w dyspozycji
hodowli i cechowaly si¢ brakiem pokrewienstwa. Podstawe klasyfikacji tych linii
stanowila budowa ziarniaka i mozna je bylo wstepnie podzieli¢ na formy o ziarnie
zgboksztaltnym (dent) oraz szklistym (flint). W trakcie trwania zadania przeanalizowano
lacznie 476 linii wsobnych kukurydzy pochodzgcych z polskich hodowli (Hodowla
Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR, Matopolska Hodowla Roslin Sp. z 0.0. Oddziat
Kobierzyce). Analizowane linie wykazywaty duze zrdéznicowanie pod wzgledem cech
morfologicznych, jak i uzytkowych, co potwierdzono stosujac jedno- i wielocechowe
narzedzia statystyczne.

Do analizy zréznicowania genetycznego wykorzystane zostaly poczatkowo markery
molekularne typu RAPD oraz SSR. Markery SSR wybrano z dostepnych baz danych,
aprzy ich wyborze kierowano si¢ ich powigzaniem z plonem oraz cechami struktury
plonu, a nastepnie dokonywano oceny ich specyficznosci i wiarygodnos$ci na materiatach
hodowlanych. Nastepnie w trakcie realizacji zadania system markerowy zostat
uzupetniony o badanie polimorfizmu pojedynczych loci (SNP), a do genotypowania linii
kukurydzy zastosowano metod¢ KASP (ang. Kompetitive Allele Specific PCR).

W 2018 roku do okreslenia zréznicowania genetycznego linii kukurydzy zastosowano
dwa rozne systemy markerowe (SSR, SNP), ktore pozwolily na efektywne grupowanie
linii. Wyniki analiz molekularnych wykazaty, ze linie kukurydzy z polskich hodowli
charakteryzowaly si¢ podobnym tlem genetycznym, o czym $§wiadcza ich pozycje
w uktadzie sktadowych gtdéwnych oraz umiejscowienie na dendrogramach podobienstwa.

Na podstawie obliczonych dystansow genetycznych wybrano komponenty
rodzicielskie do krzyzowan w celu uzyskania mieszancow eksperymentalnych, ktore
umozliwity okreslenie zwigzkéw pomiedzy dystansem linii rodzicielskich a efektem
heterozji mieszancow F;. Mieszance testowe kukurydzy wykazaty wysoki istotny efekt
heterozji wzgledem form rodzicielskich dla plonu i suchej masy ziarna. Nie wykazano
natomiast powigzania obliczonych, z wykorzystaniem réznych systemow markerowych,
warto$ci odlegltosci genetycznych pomiedzy formami rodzicielskimi z efektami heterozji
mieszancow. Mozna zatem stwierdzié, ze zastosowane systemy markerowe pozwolity na
wlaczanie linii do grup homogenicznych, natomiast obliczone wyniki odlegtosci gene-
tycznych pomiedzy formami rodzicielskimi nie mialy bezposredniego przelozenia
na wielko$¢ efektu heterozji mieszancow dla plonu ziarna i zawartosSci suchej masy.
Podobnie nie wykazano liniowego zwigzku pomig¢dzy wielocechowym zréznicowaniem
linii, a wielkoscia efektu heterozji mieszancow.

Zastosowane systemy markerowe pozwolily natomiast na bardzo efektywne
genotypowanie linii kukurydzy i na ich podziat na grupy heterogenne, co jest waznym
elementem wspotczesnej hodowli odmian mieszancowych kukurydzy. Sposrdd zastoso-
wanych systemow markerowych najbardziej przydatne do okreSlania zrdéznicowania
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genetycznego linii kukurydzy wydajg si¢ by¢ markery mikrosatelitarne SSR ze wzgledu
na dobre grupowanie genotypow, niskie koszty analiz oraz tatwos¢ ich wykonania. Ten
system markerowy z wybranymi i zweryfikowanymi w trakcie realizacji zadania

starterami do reakcji PCR mozna poleci¢ do bezposredniego stosowania w hodowli
kukurydzy.
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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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Badania Mittlera i in. (2006) wykazaty, ze straty w produkcji rolniczej USA
spowodowane susza wyniosty okoto 20 bilionow USD w latach 1980-2004, natomiast
lacznym wystgpieniem suszy i wysokiej temperatury az 120 bilionow USD. Obecnie
stosowane techniki dotycza atestacji roslin odpornych na dzialanie pojedynczego
niekorzystnego czynnika srodowiska. Dlatego, istnieje pilna konieczno$¢ podjecia badan
nad reakcja roslin na laczne dziatanie wigcej niz jednego czynnika S$rodowiska
modyfikujacego wzrost i rozwoj roslin, a tym samym wielkosc¢ i jakos¢ plonu rolniczego.
Ponadto w celu aplikacji wynikow w/w badan, zasadne jest podjecie proby identyfikacji
takich enzymow, ktorych aktywno$¢ pod wplywem stresu zmienia si¢ w znaczacym
stopniu i roznicuje odmiany odporne i podatne na niedobory wody. Ten sposob podejs$cia
powinien pozwoli¢ na opracowanie mikroptytkowych metod oznaczania aktywnosci,
umozliwiajgcych szybka ocen¢ odpornosci odmian na stresy.
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Duza role w odpornosci roslin na suszg glebowa odgrywa system korzeniowy. Proby
znalezienia korelacji migdzy wielkosciag systemu korzeniowego a wiclko$cig plonu
podejmowane byly przez wielu badaczy, nie wszystkim jednak udawato si¢ uzyskac
proste zaleznos$ci (Leszczynski i Tanner, 1976; Opena i Porter, 1999; Aspray i in., 1983;
Parker i in., 1989; Stalham i Allen, 2001; Vos i Groenvald, 1986; Zarzynska i in., 2017).
W pracy przegladowej dotyczacej badan nad systemem korzeniowym ziemniaka Iwama
(2008) stwierdza wprawdzie, ze masa korzeni generalnie wskazuje pozytywne korelacje
z plonem bulw. Rozpoznanie i okreslenie wielkosci i zasiggu systemu korzeniowego
uroznych odmian daje mozliwo$¢ skierowania w rejony o czestszych niedoborach
opadow odmian, ktore warunki takie mogg znosi¢ tatwiej, a wi¢c z mniejszym
uszczerbkiem dla plonu. Informacje o wielkosci systemu korzeniowego moga stanowié
dobra wskazowke dla hodowcow.

Celem podjetych badan bylo wytypowanie odmian o rdéznej wrazliwosci na suszg
glebowa, wysoka temperature, poznanie zaleznosci pomi¢dzy tolerancyjnoscia ziemniaka
na susz¢ glebowg i wysoka temperatur¢ a budowa morfologiczng i architekturg systemu
korzeniowego, opracowanie metod szybkiego wykrywania enzyméw odpowiedzialnych
za tolerancyjnos$¢ ziemniaka na susze glebowa.

Nasze wyniki wskazujg, ze oba stresy tj. suszy glebowej i wysokiej temperatury
powodowaty zmiany w morfologii roslin. Susza miata wigkszy wptyw niz stres wysokiej
temperatury. Najwicksze zmiany zachodzily jednak przy obu stresach wystepujacych
jednoczesnie. Wykazano réwniez roéznice odmianowe. Na podstawie naszych wynikow
mozna wybra¢ odmiany o matych zmianach morfologicznych pod wpltywem
stosowanych streséw jak Lech, Laskara i odmiany o duzych zmianach: Lawenda i Jurata.

Na podstawie dotychczas prowadzonych badan zaobserwowano, ze zarysowuje si¢
zalezno$¢ pomiedzy wielkoscig systemu korzeniowego a wielkos$cia masy nadziemnej
rosliny i plonem bulw. Jak wykazano, odmiany ziemniaka rdznig si¢ zardéwno wielko$cig
catej masy korzeniowej, jak i dystrybucjg korzeni w poszczegdlnych warstwach gleby.
W naszych badaniach nie stwierdzono istotnych zaleznosci migdzy wielkoScig systemu
korzeniowego a plonem bulw pochodzacym z kombinacji gdzie nie stosowano suszy
glebowej, wicksza korelacj¢ zanotowano z plonem bulw z kombinacji, w ktorej
zastosowano susz¢ glebowa, a jeszcze wigksza ze spadkiem plonu migdzy kombinacja
kontrolng i z zastosowang susza. Byta to oczywiscie zalezno$¢ odwrotna tj. im wigkszy
system korzeniowy tym mniejszy spadek plonu. Wykazano, rowniez ze im wigkszy
udzial masy korzeni w calej biomasie rosliny i im nizszy stosunek cze$ci nadziemnej
do podziemnej tym wyZsza tolerancja odmiany na niedobor wody.

Badania biochemiczne sze$ciu odmian ziemniaka o roznej tolerancyjnosci na susze
wykazaly, ze najwyzszy wzrost stezenia L-proliny pod wplywem stresu suszy w wysokiej
temperaturze (38°C) zaobserwowano dla odmiany Bogatka. Koncentracja L-proliny dla
tej odmiany wzrosta szeSciokrotnie w pigtym dniu suszy w 38°C. Przy optymalnych
warunkach temperaturowych 21°C nie zaobserwowano znaczgcego podwyzszenia
stezenia L-proliny zarowno w przypadku kontroli, jak i suszy. Zauwazono niewielki
wzrost stezenia L-proliny u ro$lin poddanych stresowi suszy i temperatury 38°C
w przypadku odmian Gawin i Cekin. W pozostalych odmianach ziemniaka zaréwno
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susza, jak 1 wysoka temperatura nie indukowaty wyraznego wzrostu st¢zenia L-proliny
w badanym okresie pieciu dni. W przypadku odmian Gwiazda i Oberon, poziom
L-proliny byt taki sam w ciggu pigciu dni dla wszystkich badanych kombinacji, co
swiadczy, ze w badanym okresie odmiany te nie reagowaly wzmozong produkcja tego
aminokwasu w odpowiedzi na zadany stres.
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Analiza interakcji genotypowo-srodowiskowej
w odniesieniu do wybranych cech uzytkowych
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Celem badan jest ocena wptywu interakcji genotypowo-srodowiskowej na ksztatto-
wanie zmiennosci, ktora powstaje w odpowiedzi na zmieniajace si¢ Srodowisko uprawy.
Ocena ta dotyczy wybranych cech jakosci istotnych dla ziemniaka jadalnego (smak, wady
bulw, ciemnienie migzszu bulw) oraz cech zwigzanych z ksztaltowaniem si¢ plonu.
Analiza interakcji genotypowo-§rodowiskowej pozwoli na: (a) ocen¢ udziatu czynnikow
genetycznych, srodowiskowych i interakcyjnych w ksztattowaniu poszczegdlnych cech
oraz (b) oszacowanie stopnia stabilnosci ekspresji cech kulinarnych w ziemniaku
jadalnym o zréznicowanym pochodzeniu.

W 2018 roku cele prac byly nastepujace (1) przeprowadzenie do§wiadczen polowych
w 3 lokalizacjach z wybranymi rodami i odmianami ziemniaka (pierwszy element
3-letniego cyklu), (2) rozmnazanie badanych rodéw i odmian oraz (3) selekcjonowanie
klonow tetraploidalnych wyrdzniajacych si¢ poziomem cech uzytkowych i wybranych
cech odpornosciowych.
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MATERIAL I METODY

W doswiadczeniach polowych oceniano 30 rodéw i 10 odmian ziemniaka. Wsrod
rodow jest 11 genotypoéw pochodzacych z krzyzowan interploidalnych (tj. typu odmiana
skrzyzowana z diploidalnym donorem cech jakosciowych), 11 form odpornych na zarazg
ziemniaka oraz 8 form pochodzacych z krzyzowan odmian jadalnych z rodami wtasnymi
odpornymi na wirus Y ziemniaka i $rednig odporno$cig na zaraze ziemniaka.

Doswiadczenia zalozono w 2 miejscowosciach potozonych w centralnej Polsce
(z uprawg tradycyjng w Mlochowie 1 ekologiczng w Grabowie) oraz w Boguchwale
na potudniowym wschodzie, w ktdrej mozna oczekiwac naturalnej silnej epifitozy zarazy
ziemniaka (rowniez uprawa tradycyjna). Do$wiadczenia prowadzono w uktadzie blokow
losowanych (3 bloki) z 7 krzakowymi poletkami. Rody i odmiany oceniano pod
wzgledem plonu bulw, zawartosci skrobi, nasilenia wad bulw oraz smaku i ciemnienia
migzszu bulw gotowanych. W Mtochowie prowadzono takze 15 krzakowe rozmnozenia
ocenianych w doswiadczeniach rodow i odmian.

Do ocen zroznicowania wykorzystano analize¢ wariancji i test Tukeya lub test
Kruskala-Wallisa. Analize¢ stabilno$ci przeprowadzono przy uzyciu wspolczynnika
zmienno$ci (Francis i Kannenberg, 1978) i/lub wariancji stabilnosci Shukli (Shukla,
1972). Obliczenia wykonano 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 nieciemniejagcy migzsz), jako miar¢ zastosowano warto§¢ mediany 1 warto$é
minimalng spos$réd 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 miazszu bulw — mediana >7
i minimum >6,5.

W 2018 r. prowadzono takze selekcje wsrod 60 tetraploidalnych rodow ziemniaka
pochodzacych od form wiasnych i odmian, bedacych donorami odporno$ci na zaraze
ziemniaka krzyzowanych z donorami cech jakosci, ktérymi byly rody diploidalne.
Materiat obejmowatl 60 rodoéw, ktore utrzymywano na poletkach 15 krzakowych.

WYNIKI

Wyniki przeprowadzonych w 2018 r. doswiadczen wskazujg na istotny wplyw
genotypu (tj. badanych rodéw i odmian) i miejscowosci dla wszystkich badanych cech.
Najwyzszy plon bulw i najnizsza zawarto$¢ skrobi stwierdzono w Boguchwale, za$
w Mtochowie i Grabowie (z uprawg ekologiczng) plony byly nizsze, a zawarto$¢ skrobi
najwyzsza w uprawie ekologicznej w Grabowie. W przypadku plonu i zawarto$ci skrobi
stwierdzono wysoce istotng statystycznie interakcj¢ rodow/odmian z miejscowosciami.
Najwigksze nasilenie wad stwierdzono w bulwach pochodzacych z uprawy w Mtochowie
i Grabowie. Najlepszy smak mialy bulwy pochodzace z uprawy tradycyjnej
w Mlochowie. Bulwy z uprawy tradycyjnej w Mtlochowie i Boguchwale wykazywaty
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takze nizsza sklonnos$¢ do ciemnienia po ugotowaniu w poréwnaniu do bulw z uprawy
ekologicznej w Grabowie. Na otrzymane wyniki duzy wplyw miat przebieg pogody
(dhugotrwata susza w centralnej Polsce).

W celu oceny stabilnosci plonu zastosowano tylko wariancje stabilnos$ci (Shukla,
1972). Dodatkowo, zmodyfikowano wyjsciowy ranking badanych genotypow wg
rosngcego plonu, uwzgledniajagc statystyczng istotno$¢ roznic pomigdzy badanymi
genotypami oraz istotno$¢ wariancji stabilno$ci. Odpowiednio zwigkszajac lub
zmniejszajac wyjsciowa range kazdego rodu lub odmiany otrzymano nowy ranking
genotypow 1 wyrdzniono najlepsze genotypy, tj. plenne i stabilne (Mendiburu, 2015).
W takim uproszczonym schemacie selekcji, najwazniejszym czynnikiem decydujgcym
o wyborze wydaje si¢ by¢ wysokos¢ sredniego plonu, a stabilno$¢ (lub jej brak) ma
mniejsze znaczenie — wsrod wybranych 20 rodéw/odmian jest 5 form niestabilnych,
podobnie jak wsrod niewybranych form niskoplennych.

W przypadku zawartosci skrobi oceniono stabilno$¢ za pomocg 2 miar (wariancja
stabilno$ci Shukli i wspotezynnik zmiennosci), ktore byty silnie skorelowane i pozwolity
wyrozni¢ bardzo duzg liczbg genotypow z niestabilnym poziomem skrobi. Wsrdd takich
niestabilnych genotypdéw znalazly si¢ prawie wszystkie odmiany. Zawarto$¢ skrobi jest
wazng cecha odmianowa, a zatem nalezaloby oczekiwa¢ niewielkiej zmiennosci
pomigdzy miejscowosciami (=srodowiskami). Wyniki ocen stabilno$ci mogg wskazywac
na brak przydatno$ci uzytych miar do oceny stabilnosci takiej cechy jak zawarto$¢ skrobi
albo zbyt matg liczbe srodowisk.

Do oceny stabilno$ci nasilenia wad bulw, smaku i ciemnienia postuzono si¢
warto§ciami mediany i ustalonymi warto$ciami minimalnymi, ktérych uzycie zapewnia
wybdr form stabilnych i jednocze$nie o wysokim (akceptowalnym) poziomie badanych
cech. Jednoroczna ocena wskazuje, ze stabilnym poziomem tych cech wyrdzniaty si¢
rody interploidalne.

WNIOSKI

1. W doswiadczeniach polowych z uprawg tradycyjng lub ekologiczng prowadzonych
w trzech miejscowosciach stwierdzono:

— istotny wplyw genotypu (rodu lub odmiany) i miejscowosci na poziom wszystkich
ocenianych cech oraz wptyw ich interakcji na poziom plonu i zawartosci skrobi.

— stabilny poziom plonu wigkszos$ci badanych roddéw i odmian. Z kolei stabilno$§¢
zawartos$ci skrobi byta znacznie rzadziej obserwowana. Uwaza si¢, ze wysokos$¢ plonu
w duzej mierze podlega wptywom S$rodowiskowym, a zawarto§¢ skrobi jest cechg
odmianowg. Nalezy przyjaé, ze oceny uzyskane w jednym sezonie wegetacyjnym nie
pozwalajg jednoznacznie okre$lic wplywu interakcji Srodowiskowo genotypowe;j
na poziom plonu i zawartosci skrobi.

— stosunkowo rzadkie wystgpowanie stabilnie matego nasilenia wad bulw. Stabilnym
poziomem smaku i nieciemnienia migzszu bulw wyroznita si¢ grupa rodow z krzy-
zowan interploidalnych. Do wyr6zniania rodow lub odmian stabilnych pod wzglgdem
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cech wyrazanych w skali posluzono si¢ wartosciami mediany 1 przyjetymi
granicznymi warto$ciami minimalnymi.

2. Charakteryzowano 60 rodow pod wzgledem cech uzytkowych i odpornosci na zarazg
ziemniaka (za pomocg testow laboratoryjnych i z uzyciem markeréw molekularnych).
Wybrano grupe 30 rodow o dobrym plonie, odpornych na zarazg i niewadliwym
smaku bulw.
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Badania ekspresji 1 genetyczna charakterystyka
odpornosci na bakterie Dickeya solani
w wyrdznionych zrodtach odpornosci w ziemniaku
na poziomie diploidalnym

Research on the expression and genetic characterization of the resistance to bacteria
Dickeya solani in selected for resistance diploid potato

Stowa kluczowe: bialka ziemniaka, Dickeya solani, loci cech ilosciowych, mokra zgnilizna bulw
ziemniaka, odpornosé

CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

Mokra zgnilizna bulw ziemniaka to choroba powodowana przez kilka gatunkow
bakterii pektynolitycznych nalezacych do dwoch rodzajow: Pectobacterium i Dickeya.
Bakterie Dickeya spp. sa bardziej agresywne od innych bakterii pektynolitycznych
(Czajkowski i in., 2013). Straty ekonomiczne powodowane przez bakterie
pektynolityczne to: obnizenie wielkosci plonu bulw, utrata czgéci plonu w czasie
przechowywania, wystapienie czarnej noézki w czasie sezonu wegetacyjnego, koszty
zwigzane z degradacjg plantacji nasiennych. Nie stosuje si¢ ochrony chemicznej
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do zwalczania bakterii wywotujacych choroby ziemniaka. Odpornos¢ bulw ziemniaka

na bakterie pektynolityczne jest cechg poligeniczng (Zimnoch-Guzowska i in., 2000).
Celem tematu jest:

— (1) zmapowanie odpornosci na bakterie D. solani w diploidalnej nieselekcjonowane;j
populacji ziemniaka, otrzymanej po skrzyzowaniu formy wysoko odpornej z formag
o niskiej odpornosci na te bakterie oraz

— (2) znalezienie réznic w profilach biatkowych odmian ziemniaka, roéznigcych sie
miedzy sobg poziomem odporno$ci bulw na zakazenie bakteriami D. solani, 8 lub 48
godzin po inokulacji.

CEL (1). OPIS WYNIKOW

Przeprowadzono analiz¢ markerow DArTseq 186 osobnikow potomnych i ich form
rodzicielskich, wykonano ocen¢ fenotypowa odpornosci bulw na bakterie D. solani
(Lebecka, 2017) oraz oceniono zawartos¢ skrobi w bulwach ziemniaka w populacji
mapujacej (Zgorska, 2001). Testowana cecha przyjmowata rozktad normalny. Srednia
masa zgnitej tkanki genotypoéw potomstwa populacji mapujgcej wynosita 2,3 g, zakres
cechy od 0,0 do 7,6 g, u odpornej formy rodzicielskiecj DG 00-270 wynosita 0,8 g,
a u podatnej formy, DG 08-305 — 5,9 g. Zawarto$¢ skrobi w formach rodzicielskich
populacji mapujacej wynosita 20,5% w DG 00-270 i 17,3% w DG 08-305. Zakres
badanej cechy w potomstwie wynosit od 11,4% do 23,9%, ze $rednig populacji 17,7%.

CEL (1). WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

Testowanie porazenia bulw w tescie sztucznej inokulacji bedzie powtoérzone w trzecim
(ostatnim) roku badan. Dane bgda wykorzystane do mapowania /oci cech ilo§ciowych
(QTLs) odpornosci bulw na bakterie D. solani. Ocena zawartosci skrobi w kolejnym roku
badan umozliwi zbadanie zwigzku zawarto$ci skrobi z odpornoscig bulw na mokrg
zgnilizn¢. Badania bedg kontynuowane.

CEL (2). OPIS WYNIKOW

Na podstawie trzyletniej oceny porazenia bulw w testach laboratoryjnych przepro-
wadzonych w poprzednich latach tego projektu (Lebecka, 2017) do badan
proteomicznych wybrano dwie odmiany o wysokiej odpornosci (Bea i Humalda) i trzy
odmiany o nizszej odporno$ci (Katahdin, Ulster Supreme i Irys). Probki z pigeciu odmian
ziemniaka pobierano z bulw zranionych inokulowanych bakteriami D. solani, z bulw
zranionych traktowanych woda (8 1 48 h po inokulacji) oraz z bulw nieranionych (8 h
po inokulacji). Do$wiadczenia prowadzono w dwdch terminach. Pobierano od dwoch
do czterech fragmentéw z kazdej kombinacji doSwiadczenia. Bialka izolowano wedtug
protokotu opracowanego w poprzednich latach tego projektu (Murawska i in., 2017).
Analize probek wykonano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej
z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS). Programem Diffprot (Malinowska
iin., 2012) poréwnano listy peptydow danych grup eksperymentalnych pomigdzy soba,

244



Ziemniak

obliczajac zaleznosci statystyczne i typujac bialka, ktorych poziom ekspresji pomig¢dzy
badanymi grupami roznit si¢ w sposob istotny (P < 0,1), co najmniej 1,5 razy. (1)
Poréwnano biatka z bulw inokulowanych bakteriami D. solani z biatkami bulw
zranionych i traktowanych wodg. Przeprowadzono cztery poroéwnania, dla grupy odmian
odpornych i podatnych, po 8 i 48 h po inokulacji. Wyrézniono wylacznie jedno biatko
réznicowe, peroksydazg, w grupie odmian odpornych, 48 godzin po inokulacji. (2)
Poréwnano biatka z bulw odmian odpornych z podatnymi. We wczesnej fazie infekcji,
8 godzin po inokulacji, wyr6ézniono 4 biatka (patatyny, inhibitory proteinaz w tym
inhibitor chymotrypsyny), ktorych ekspresja byta istotnie wyzsza w odmianach
odpornych, w probkach pobranych zaréwno z bulw inokulowanych bakterig jak
i traktowanych woda, natomiast w bulwach nieranionych istotnie wigksza ekspresje
stwierdzono dla bialka patatyny. Wyzsza ekspresja w odmianach odpornych, tylko
po inokulacji, charakteryzowaly si¢ dwa biatka, inhibitor proteinazy PTI i syntetaza
tiaminotiazolowa. W podzniejszej fazie infekcji w odmianach odpornych w obu rodzajach
bulw, inokulowanych i traktowanych woda, bylo istotnie wiecej inhibitorow proteinaz,
patatyny (tak samo jak po 8 h) i inhibitor6w proteazy serynowej. Wyrozniono biatka
o wyzszej ekspresji w odmianach odpornych wylacznie po inokulacji bakteriami,
inhibitory proteazy aspartylowej, oksydazy polifenolowe i endoplazminy.

Wykonano dwie analizy gtownych sktadowych dla wszystkich prob z doswiadczenia
(1) po 8 h oraz (2) po 8 i 48 h. Analiza probek z doswiadczenia po 8 h wyjasnia 19%
zmienno$ci a analiza po 48 h — 26% zmiennosci, mimo to analiza po 8 h pozwala
na oddzielenie odmian odpornych od podatnych na podstawie drugiej sktadowej (PC2).
Po 48 h roznice pomigdzy jedng z odpornych odmian, a pozostalymi odmianami
podatnymi zaczynajg si¢ zacierac.

CEL (2). WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

Wykazano réznice w biatkach pomigdzy odpornymi i podatnymi odmianami na mokra
zgnilizng bulw, w poczatkowej 1 pozniejszej fazie infekcji. Wigkszos¢ biatek
roznicowych wystepuje w bulwach inokulowanych bakteriami w zranienia i w bulwach
zranionych traktowanych wodg. W bulwach nieranionych 8 h po inokulacji, sposrod
bialek roznicowych wykrytych w poczatkowej i pozniejszej fazie infekceji, tylko patatyny
wystepowaly w wiekszej ilosci w odmianach odpornych w poréwnaniu z podatnymi.
Na podstawie analizy gldéwnych sktadowych 8 h oraz 8 i 48 h po inokulacji zaktadamy, ze
roéznice obserwowane w czasie wczesnej fazy infekcji, 8 h po inokulacji, mogg odgrywac
wigksza rolg w hamowaniu rozwoju objawow choroby.
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Wyroznianie form ziemniaka o ztozonej odpornosci
na matwiki atakujgce ziemniak przy wykorzystaniu
metod konwencjonalnych 1 molekularnych.
Charakterystyka nowego zrodta odpornosci
na Globodera pallida znalezionego
w Solanum gourlayi

Selection of potato forms with accumulated resistances to nematodes attacking the
potato by using conventional and molecular methods. Characterization of a new
source of resistance to Globodera pallida found in Solanum gourlayi

Stowa kluczowe: cechy uzytkowe, mapowanie, matwik, odpornos$¢, Solanum gourlayi , ziemniak
CEL

Celem zadania jest poznanie genetycznych uwarunkowan odpornosci na matwiki,
zaobserwowanej w gatunku Solanum gourlayi oraz wyrdznienie w obrebie ziemniaka
o roznych kierunkach uzytkowania form o zlozonej odpornosci na matwiki atakujgce
ziemniak (patotypy matwika ziemniaczanego — Globodera rostochiensis i matwika
agresywnego — G. pallida).

Celem tematoéw realizowanych w 2018 roku byla: a) ocena odpornosci klonow
diploidalnej populacji mapujacej na patotypy G. pallida; b) prowadzenie do§wiadczenia
polowego z udzialem materiatow tetraploidalnych o zlozonej odpornosci na patotypy
Globodera spp., selekcja form o zlozonej odpornosci z wykorzystaniem markerow
molekularnych oraz prowadzenie krzyzowan interploidalnych w celu wprowadzenia
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odpornosci ze zrodta S. gourlayi na poziom tetraploidalny; c) analiza DArT diploidalnej
populacji mapujacej.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy obejmowatl: (a) klony z diploidalnej populacji mapujacej DW 94-
4235 x Sg 2/7 oraz (b) 197 klondéw tetraploidalnych o ztozonej odpornosci na patotypy
Globodera spp. pochodzacych z 3 kombinacji krzyzowkowych. Dla klonow populacji
mapujacej prowadzono oceny odpornosci na patotypy Pa2 i/lub Pa3 G. pallida. Klony
tetraploidalne prowadzono w doswiadczeniu polowym (7 krzakowe poletka X 2
powtorzenia) i oceniono plon bulw, zawarto$¢ i plon skrobi, morfologie bulw (w skali 1—
9, 9 = najlepsze oceny) oraz nasilenie wystegpowania defektow bulw (w skali 14, 4 =
brak wad).

Prowadzono takze polowe rozmnozenie klondéw populacji mapujacej, uzupetniono
dane dotyczace amplifikacji markerow zwigzanych z genami odpornosci HI i Grol-4 dla
klonow tetraploidalnych oraz przeprowadzono krzyzowania interploidalne w celu
przeniesienia odpornosci z S. gourlayi na poziom tetraploidalny (dwie tetraploidalne
formy mateczne krzyzowano z diploidalnym klonem Sg 2/7).

WYNIKI

Zrédlem genéw odpornosci ziemniaka uprawnego na matwiki (Globodera spp.) sa
dzikie gatunki Solanum, a jednym z nich jest S. gourlayi, w ktérym zaobserwowano
podwyzszong odporno$¢ na matwika agresywnego G. pallida (Van Soest i in., 1983), ale
stopien tej odpornosci i jej spektrum dzialania nie sg znane. W ramach tematu ustalono
odpornos¢ na patotypy G. pallida wybranych klonow diploidalnych S. gourlayi, ktére
wykorzystano do przygotowania populacji diploidalnych (z nich wybrano populacje
mapujaca). W 2018 r. przeprowadzono oceng odpornosci na patotypy Pa2 i/lub Pa3
G. pallida klonébw populacji mapujgcej, sposrod ktorych 15 byto odpornych na patotyp
Pa2, a 44 klony — na patotyp Pa3. Odpornos¢ przetestowanych klonow diploidalnych
miedcita si¢c w zakresie od 1 do 6 (przy skali 1-9), co pokazuje segregacje poszukiwanej
cechy w wytypowanej diploidalnej populacji mapujace;.

W doswiadczeniu polowym charakteryzowano klony tetraploidalne, a sposrod nich
selekcjonowano, z uzyciem markerow molekularnych, formy o zlozonej odpornosci
na Globodera spp. Srednie wartoéci uzyskane dla tych klonow byly nastepujace: plon
bulw 1,1 kg/krzak (dla odmian wzorcowych 1,4 kg/krzak), zawarto§¢ skrobi 13,1%
(14,3% dla odmiany Kuba), plon skrobi 79,8 g/ha (128,3 g/ha dla odmiany Kuba),
wielko$¢ bulw 4,3 (odmiany wzorcowe 4,8), regularnos¢ zarysu 5,7 (odmiany 6,0),
glebokos$¢ oczek 6,0 (odmiany 6,4). Wady bulw badanych klondéw ksztattowaly sig
na poziomie 2,7 (ocena dla odmian 1,8 wynikala ze znacznego nasilenia wzrostu wtor-
nego). Oceny te wskazuja na nieco stabszy poziom cech w porownaniu
do wykorzystanych w do$wiadczeniu odmian wzorcowych. Wsrod badanych klonow

248



Ziemniak

byty jednak takie, ktore przewyzszaly odmiany wzorcowe pod wzgledem plennosci i/lub
morfologii bulw.

Przeprowadzono porownanie S$rednich wartosci cech pomigdzy grupa klondw,
w ktorych stwierdzono amplifikacje wybranego markera molekularnego, a grupa bez
markera. Réznice stwierdzono jedynie dla markera HC, zwigzanego z genem odpornosci
na patotypy Pa2/Pa3 (klony z markerem mialy wyzszy plon, nizszg skrobi¢ i stabsza
regularnos$¢ zarysu bulw w pordéwnaniu do grupy bez markera) i dla markera Grol-4,
sprzgzonego z genem odpornosci na patotyp Rol (réznice migdzy grupami dotyczyty
ksztattu i wielkosci bulw). Dla markera 57R (dla genu odpornosci na Rol i Ro4) nie
stwierdzono takich zalezno$ci dla Zzadnej z cech, podobnie jak w poprzednich badaniach
(Milczarek i in., 2014).

Wyselekcjonowano 10 klonéw posiadajacych wszystkie trzy stosowane w projekcie
markery, tj. HC, Grol-4 i 57R. Klony te charakteryzowaty si¢ do§¢ dobrym poziomem
cech agronomicznych, co wskazuje na mozliwos¢ wyrdzniania klonéw o dobrych
cechach uzytkowych i odpornych na patotypy Rol i Ro4 G. rostochiensis oraz Pa2/3
G. pallida.

Zrealizowano réwniez program krzyzowan interploidalnych. Diploidalna forma
ojcowska, klon Sg 2/7 miala ptodny pytek (ptodnos¢ 70%) i tworzyla duze ziarna pytku,
ktore sg wskaznikiem meskich gamet o niezredukowanej liczbie chromosomow.
Przeprowadzono tgcznie 300 zapylen i uzyskano 29 jagdd.

Do mapowania gendow odpornosci wykorzystuje si¢ diploidalne populacje mapujace,
ktore uzyskuje si¢ poprzez krzyzowanie formy odpornej z formg podatng (Gebhardt,
2007). W 2018 roku otrzymano wyniki genotypowania nieselekcjonowanej populacji
mapujacej wysokowydajng metodg DArTseq wykonang przez Diversity Array
Technology, Pty Ltd. (Canberra, Australia). Metoda ta jest polaczeniem wczesniej
opracowanej metody DArT z sekwencjonowaniem nowej generacji (next generation
sequensing). Otrzymano wyniki dla ponad 82 tysigcy markeréw. Obecnie trwa analiza
i opracowywanie tych wynikow (np. usuwanie markeré6w niepolimorficznych dla ro-
dzicow populacji mapujacej, usuwanie markerow, ktore nie segregowaly w potomstwie,
ustalanie kryterium liczby dopuszczalnych brakow danych) w celu przygotowywania
danych do stworzenia mapy genetycznej.

WNIOSKI

1. Segregacja odpornosci w wytypowanej diploidalnej populacji mapujacej pozwoli
na zbadanie podtoza genetycznego odpornosci pochodzacej z wykorzystanego zrodia
— S. gourlayi.

2. Wyniki do$wiadczenia polowego wskazuja, ze klony uzyskane w wyniku krzyzowan
form o zlozonej odpornosci na Globodera spp. charakteryzujg si¢ nieco nizszym
poziomem cech uzytkowych w porownaniu do odmian wzorcowych. Jednak
obserwowane zakresy ocen tych cech wskazuja, ze jest mozliwe wytypowanie
sposrod nich klonow o wysokim poziomie badanych cech i jednoczes$nie odpornych
na patotypy Globodera spp.
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3. Nie obserwowano negatywnych zwigzkéw pomiedzy obecno$ciag genu odpornosci
identyfikowanego markerem molekularnym a poziomem cech uzytkowych.

4. Wyselekcjonowano 10 klonéw posiadajgcych markery Grol-4 genu Grol-4, 57R
genu HI oraz marker HC genu GpaV,,, o do§¢ dobrym poziomie cech uzytkowych.

5. Uzyskano 29 jagéd z krzyzowan interploidalnych (zapylacz byt formg diploidalng Sg
2/7), co wskazuje na mozliwo$¢ wprowadzenia odpornosci z S. gourlayi na poziom
tetraploidalny.

6. Otrzymano wyniki genotypowania populacji nieselekcjonowanej (wyniki dla 82 tys.
markerow) i rozpoczgto analize w celu przygotowywania danych.
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Eliminacja patogendw niekwarantannowych (bakterie
endogenne 1 wirusy) oraz kontrola zdrowotnosci roslin
ziemniaka w banku in vitro

Elimination of non-quarantine pathogens (viruses and endophytic bacteria)
and control of potato plantlets healthiness in the in vitro bank

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

Glownym celem zadania nr 63 sg prace nad doskonaleniem metod uwalniania roslin
ziemniaka od patogenow niekwarantannowych (bakterie endogenne i wirusy) przy
pomocy kultur in vitro.

Choroby wirusowe ziemniaka powoduja degeneracje plantacji nasiennych i wplywaja
na znaczne straty w plonie bulw. Najwigksze zagrozenie stanowi wirus PVY ziemniaka,
ktory moze powodowac spadek plonu bulw nawet o 50% (Chrzanowska, 2000). Z kolei
wirus PVS i PVM ziemniaka, ktore tatwo si¢ rozprzestrzeniajg mogg powodowac straty
rzedu 30% (Kostiw, 2013). Infekcje wirusowe sg powaznym zagrozeniem dla hodowli
ziemniaka, gdyz ich koncentracja wzrasta w kolejnych pokoleniach bulw w wyniku
rozmnazania wegetatywnego, a takze sg odporne na dzialanie zabiegow chemicznych.
Dlatego tak wazna jest eliminacja wirusow z zainfekowanych roslin ziemniaka
(Faccioli, 2001).

W ramach tematu badawczego wykonano badania nad uwalnianiem ro$lin od wiruséw
PVS i PVM ziemniaka przy zastosowaniu dwoch metod: termoterapii potaczonej
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zizolacja merystemow 1 chemioterapii jednowegzlowych fragmentow ro$lin in vitro
porazonych wirusami.

Juz w 1952 roku ukazaly si¢ pierwsze informacje w literaturze o tym, iz wirusy moga
w mniejszym stopniu infekowa¢ wierzcholki, a wyizolowane merystemy moga by¢
od nich wolne (Morel, Martin, 1952). Kolejne badania wykazaly ze ilo$¢ roslin wolnych
od wirusa wzrasta proporcjonalnie wraz z temperaturg oraz czasem trwania termoterapii
(Biniam i Tedesse, 2008), jednocze$nie zmniejsza si¢ liczba eksplantatow, ktore
po zakonczeniu terapii sa zdolne do regeneracji (Zaklukiewicz, 1982; Ali i in., 2013).
W tegorocznych badaniach wykazaliSmy rowniez jak duzy wplyw na uzyskanie
zdrowych ro$lin in vitro ma czynnik osobowy, na co sktada si¢ m.in. jakos$¢ 1 wielkos$é
izolowanego merystemu. Z materialu poddanego tym samym warunkom termoterapii,
w zaleznosci od wykonawcy uzyskano z merystemoéw od 68% (wykonawca 1) do 30%
(wykonaweca 2) ro$lin in vitro, w tym wolnych od wirusa 26,4% (wykonawca 1) do 8%
(wykonawca 2).

Antymetabolity stosowane w chemioterapii sg to analogi nukleotydow, o wysokiej
aktywnosci przeciwwirusowej, wlaczajace si¢ w metabolizm wiruséw 1 wywolujace
zmiany w kodzie genetycznym, hamujgc tym samym ich namnazanie (Malepszy, 2001).
Nasir i in. (2010) oraz Mahmoud i in. (2009) zaobserwowali, ze rybawiryna z wysoka
skutecznoscig eliminuje PVA, PVX, PVS, PVM, PVY i PLRV, natomiast tiouracyl
sporadycznie eliminowat PVS oraz wirusa PVX. Stosowanie antymetabolitdw ma
rowniez wady, gdyz wraz ze zwigkszeniem ich st¢zenia w pozywce nastepuje
proporcjonalny wzrost liczby roslin wolnych od wiruséw po zakonczeniu terapii, ale
zmniejsza si¢ liczba roslin zdolnych do regeneracji (Nasir i in., 2010; Mahmoud i in.,
2009). Nasze badania wykazaty, ze wyzsze dawki RBV obnizajg poziom ekstynkcji
wirusa PVS i PVY, ale dzialajg fitotoksycznie na eksplantaty. Dodanie do pozywki
rybawiryny nie ma wplywu na zmniejszenie koncentracji wirusa PVM ziemniaka.
Natomiast zastosowane dawki tiouracylu nie majg wplywu na zmniejszenie koncentracji
wirusa PVS i PVM ziemniaka, jedynie zmniejszyla si¢ koncentracja wirusa PVY
ziemniaka. Dodany do podtoza tiouracyl nie ma negatywnego wptywu na wzrost i rozwoj
roslin in vitro.

Bakterie endofityczne sg problemem, ktory pojawia si¢ systematycznie w kulturach
in vitro, niezaleznie od gatunku roslin. Nawet najwigksza staranno$§¢ w procesie mikro-
rozmnazania nie daje stuprocentowej pewnosci otrzymania i rozmnazania kultur bez
zanieczyszczen. Obecnie trudno jest powiedzie¢ o kulturach in vitro ze sa sterylne.
Prawidlowo przeprowadzona dezynfekcja eksplantatow w poczatkowej fazie nie
wykazuje zanieczyszczen bakteryjnych i moga one nie by¢ zauwazone (Orlikowska i in.,
2012). Pierwszym sygnalem $§wiadczacym o obecnosci bakterii w kulturach in vitro jest
nieznaczne zmetnienie pozywki pod wyszczepionym eksplantatem oraz pojawiajace si¢
wodniste ,,hallo” wokot eksplantatu. Proces ten ujawnia si¢ w kulturach po 3—5 dniach od
pasazowania. Dodanie biocydu do pozywki hodowlanej moze spowodowac zahamowanie
namnazania si¢ bakterii endogennych.

Celem tematu w 2018 roku bylo badanie trzech dostgpnych na rynku preparatow
bakteriobdjczych: PPM™, ProClin 300® i AgNO3, pod katem skuteczno$ci zwalczania
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zanieczyszczen bakteryjnych (bakterie endogenne) w kulturach in vifro ziemniaka i ocena
ich fitotoksycznosci.

Biocyd PPM™ gzostat przetestowany dla wielu gatunkdéw roslin m.in. rosliny cytru-
sowe, kapustne, melon, tyton (Compton, Koch, 2001). Badania wykazaly pozytywny
wplyw preparatu w ograniczeniu zanieczyszczen bakteryjnych. Badacze zwracali uwage,
ze musi by¢ on stosowany w odpowiedniej koncentracji w zalezno$ci od gatunku ro$lin,
gdyz zbyt wysokie stezenie moze mie¢ negatywny wplyw na rozwoj tkanki roslinnej.
Wiaczenie do pozywek zwigzkow bakteriobdjczych i bakteriostatycznych musi by¢
bezpieczne dla tkanek roslinnych i dlatego wazne sg badania nad ich skuteczno$ciag
i fitotoksycznoscia.

Na podstawie dotychczas prowadzonych badan zaobserwowano, ze w zaleznosci
od zastosowanego biocydu eliminacja bakterii endogennych byla zr6znicowana. Dodany
do podtoza preparat PPM™, podobnie jak w latach poprzednich nie wykazywat fito-
toksycznego wptywu na eksplantaty, a nawet najnizsza dawka 0,3% w duzym stopniu
eliminowata bakterie endogenne — 78,35% ,,czystych kultur”. Wyzsze dawki — od 0,4%
to 100% kultur wolnych od zanieczyszczen bakteryjnych. Rowniez dodatek do pozywki
ProClin300® eliminowal zanieczyszczenia bakteryjne w 100% przy zastosowaniu
najwyzszej dawki i w 86,67% przy zastosowaniu nizszej dawki. Jednoczesnie przy
nizszych dawkach nie zaobserwowano fitotoksycznego dziatania preparatu na wzrost
1 rozwoj roslin in vitro, tylko przy najwyzszej dawce 0,04% ro$liny stabiej korzenily sig¢
i rosly nizsze w stosunku do kontroli. Azotan srebra (AgNO3) dodany do pozywki nie
mial wptywu na eliminacje bakterii endogennych z kultur in vitro ocenianych odmian.
Dodatkowo przeszczepione fragmenty ro$lin in vitro zareagowaly na azotan srebra,
tworzac stabe roslinki (jedno migdzywezle), czesto z mikrobulwkami.

W naszych badaniach wykazaliSmy pozytywny wptyw PPM™ i ProClin 300®na
zanieczyszczenia bakteryjne w kulturach in vitro ziemniaka. Niestety preparaty te nie
powoduja trwatego ,,0czyszczenia”, tzn. po przeszczepieniu ro$lin in vitro z podtoza
z dodatkiem biocydu na standardowe podtoze MS tylko wierzchotkowe fragmenty roslin
zachowatly czysto$¢ bakteryjng. Nalezy sprawdzi¢ po ilu pasazach zastosowane dawki
PPM™ i ProClin 300® wyeliminujg bakterie endogenne z kultur in vitro ziemniaka.
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Wyrdznianie i charakterystyka tetraploidalnych form
ziemniaka odpornych na wirusy M 1 S ziemniaka
z wykorzystaniem selekcji metodami
konwencjonalnymi 1 markerami molekularnymi

Distinguished and characterization of tetraploid forms of potato resistant on PVM
and PVS viruses by using conventional methods and marker assisted selection

Stowa kluczowe: odpornos$é, reakcja nadwrazliwosci — HR, Solanum tuberosum, wirus M
ziemniaka, wirus S ziemniaka

Celem projektu jest okreslenie reakcji form z genem Rm pochodzacym z S. megista-
crolobum lub Gm z S. gourlayi na nowe warianty wirusa M ziemniaka oraz poznanie
dodatkowych czynnikow genetycznych warunkujacych te odpornos¢ w roznych
warunkach $rodowiskowych przy zastosowaniu iloSciowych metod molekularnych.
W przypadku odpornosci warunkowanej genem Rm okre$lona zostanie zalezno$¢ miedzy
odpornoscia, a wystepowaniem reakcji nekrotycznej. W przypadku wirusa S ziemniaka
celem projektu jest ocena wptywu dawki genu na odpornos¢, aby mozna byto stwierdzié,
czy uzasadnione jest tworzenie form typu multipleks pod wzgledem genu Ns w celu
otrzymania form o podniesionej odpornos$ci na wirus PVS ziemniaka. W roku 2018
w ramach zadania 61 realizowano cztery tematy badawcze.
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TEMAT 1

Rozmnazanie w polu odpornych na PVM rodéw ziemniaka z sze$ciu populacji
ze zréodlem odpornosci pochodzacym z S. megistacrolobum lub S. gourlayi oraz
dwoch populacji majacych w swym pochodzeniu Zrédlo odpornosci na PVS
z S. tuberosum subsp. andigena

Celem tematu byto stworzenie kolekcji rodow odpornych na PVM oraz rozmnozenie

w polu populacji majacych w swym pochodzeniu odporno$¢ na PVS.

Wyniki

W ramach tematu rozmnazano w polu 423 rody tetraploidalne majace w swym

pochodzeniu gen odpornosci na PVM pochodzacy z S. megistacrolobum (Rm) oraz 157

rodow tetraploidalnych, majacych w swym pochodzeniu gen odpornosci na PVM

pochodzacy z S. gourlayi (Gm) (Migtkiewska, 1999). Po przeprowadzeniu oceny
odpornosci z porazenia wtornego w testach ELISA (Wasilewicz-Flis, 2001), ocenie cech
morfologicznych bulw i wad zewngetrznych, do kolekcji rodow odpornych na PVM
wybrano 268 rodow. Z populacji z segregujacym genem Ns z S. tuberosum subsp.
andigena zebrano 154 rody, tylko te, ktore nie ulegly porazeniu w testach ELISA (ocena
porazenia pierwotnego).

Whioski

— W kolekcji rodow wysoko odpornych na PVM znalazlo si¢ 200 rodow z genem
odpornosci Rm oraz 68 rodow z genem Gm.

— Rody znajdujace si¢ w kolekcji M zostaly ocenione pod katem odpornosci na PVM
w testach laboratoryjnych, w porazeniu pierwotnym i wtérnym oraz uzyskaly peing
charakterystyke cech morfologicznych.

— Genotypy znajdujace si¢ w kolekcji mogg zosta¢ wykorzystane w dalszych pracach
hodowlanych, jako formy rodzicielskie w programach krzyzowan.

— Wytypowano 154 rody, ktore nie ulegly porazeniu PVS w ocenie porazenia
pierwotnego.

TEMAT 2

Ocena fenotypowa na wirus S ziemniaka rodéw pochodzacych z populacji 4x (Ns)

— inokulacja mechaniczna roslin

Celem tematu byla ocena fenotypowa poziomu odpornosci na wirus S ziemniaka
rodow pochodzacych z dwdch populacji tetraploidalnych, w ktorych zrodtem odpornosci
na PVS byl gatunek S. tuberosum subsp. andigena.

Wyniki

W ramach zadania 2 przeprowadzono ocen¢ odpornosci na PVS rodéw pochodzacych
z dwoch populacji tetraploidalnych. Ocena porazenia pierwotnego pozwolita wyr6znic
rody odporne i podatne na PVS. Srednie wartoéci absorbancji A4s w grupie rodow
odpornych, podatnych, wzorcow i form rodzicielskich przedstawiono na rysunku 1.
Badane rody, ktore posiadaty $rednie wartos$ci absorbancji na poziomie lub ponizej
warto$ci granicznej, zostaly zaliczone wstgpnie do grupy rodéw najodporniejszych. Z 200
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ocenianych rodow wyrdzniono 154, ktdére w porazeniu pierwotnym nie ulegly zakazeniu
PVS. Porazenie odnotowano dla 46 rodéw ziemniaka. Z roslin badanych w roku 2018
zostaly zebrane bulwy, aby w przysztym sezonie oceni¢ porazenie wtdrne.
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Rys. 1. Srednie wartosci A s dla grupy rodéw odpornych i podatnych na PVS z populacji Ns-11
i Ns-111, form rodzicielskich i odmiany wzorcowej

Whioski

— Z populacji Ns-11 1 Ns-1I1I po ocenie porazenia pierwotnego wyrdzniono rody, ktore nie
ulegly porazeniu PVS.

— Wytypowano 154 rody wstgpnie uznane za odporne na PVS.

— Pomimo wysokich warto$ci Ay w teScie ELISA dla rodéw podatnych, objawy
fenotypowe na lisciach roslin ziemniaka nie zawsze byly obserwowane.

TEMAT 3

Ocena porazenia wtornego rodow pochodzacych z 6 populacji 4x zakazanych

mechanicznie PVM w poprzednim sezonie

Celem tematu bylo wyrdznienie rodow 4x wysoko odpornych na wirus M ziemniaka.

Wyniki

W ramach tematu 3 przeprowadzono oceng porazenia wtdrnego rodow pochodzacych
z 6 populacji 4x z segregujacym genem Rm z S. megistacrolobum i Gm z S. gourlayi
zakazanych mechanicznie PVM. Ze wszystkich 580 ocenianych genotypow wyrdzniono
rody podatne na PVM (n = 48) i odporne (n = 538). W kazdej z 6 ocenianych populacji
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uzyskali§my przewage form odpornych nad podatnymi. Dla czterech ocenianych
populacji (M-I, M-IV, M-VIIL, M-VIII) uzyskano rozktad form odpornych i podatnych,
zgodny z rozkladem oczekiwanym (3:1) (rys. 2). Zgodno$¢ wynikéw potwierdzono
testem chi-kwadrat (x’). Rody wysoko odporne na PVM, z poprawna ocena cech
morfologicznych, bez wad zewnetrznych 1 wewnetrznych zostaly umieszczone w kolekceji

genotypow odpornych na wirus M ziemniaka.
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Rys. 2. Udzial genotypow podatnych i odpornych na wirus M ziemniaka w 6 tetraploidalnych

Whioski

— W testach oceniajacych porazenie wtdrne wyrdzniono z kazdej populacji rody odporne

na PVM.

— Frekwencja form odpornych do podatnych dla 4 populacji byta zgodna z oczekiwana.
— Rody odporne moga zostaé wykorzystane jako formy rodzicielskie, w przysztych

programach hodowlanych.

Ocena porazenia wtérnego rodéw ocenianych w do$wiadczeniu szczegélowym:
— ocena porazenia wtornego (testy ELISA) wytypowanych rodow 4x (Rm 1 Gm)
poddanych kompleksowej ocenie odpornos$ci na wirus M ziemniaka w poprzednim

sezonie.

— ocena porazenia wtornego (analizy Real-Time PCR) wytypowanych rodow 4x (Rm
i Gm) poddanych kompleksowej ocenie odpornosci na wirus M ziemniaka w po-

przednim sezonie.
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Celem tematu bylo do charakteryzowanie (poprzez ocen¢ porazenia wtornego) reakcji
odpornosciowej wybranych rodéw ziemniaka przy zastosowaniu roéznych zZrodet
zmiennosci.

Wyniki

W ramach tematu 4 oceniano reakcje odpornosciowg na PVM 12 rodéw nalezacych
do 4 populacji majagcych w swym pochodzeniu gen Rm i dwoch populacji z genem Gm.
Poréwnywano wpltyw kilku czynnikow (genotypu, szczepu wirusa i temperatury) na
poziom porazenia oceniany po zakazeniu mechanicznym roslin i po szczepieniu. Ocena
zawartosci wirusa w komorkach roslinnych byla oceniana w do$wiadczeniach na
ro$linach pochodzacych z proby oczkowej (porazenie wtorne). Obecnos¢ PVM byta
oceniana w testach ELISA (Wasilewicz-Flis, 2001) i metoda Real-Time PCR. Wyniki
z porazenia wtornego dla rodow z populacji Rm 1 Gm potwierdzily poziom odpornosci
uzyskany dla nich w porazeniu pierwotnym. Uzyskano bardzo wysoka korelacje
pomiedzy wynikami uzyskanmi dla ro$lin z porazenia pierwotnego i wtornego we
wszystkich uktadach doswiadczen.

Whioski
— Rody nalezace do populacji Rm i Gm w ocenie porazenia wtornego potwierdzily swoj

poziom odpornosci na wirus M ziemniaka uzyskany z porazenia pierwotnego.

— Dla genotypu M-III-130 odnotowano istotny wplyw temperatury 1 szczepu
na namnazanie si¢ wirusa w komoérkach roslinnych.

— Odpornos¢ na PVM pochodzaca od S. megistacrolobum i warunkowana genem Rm
w naszych badaniach nie byta rasowo specyficzna. Wyjatek stanowit rod M-I11-130.

— Odpornos¢ na PVM warunkowana genem Rm dla dwdch genotypow z populacji M-II1
w duzym stopniu zalezala od temperatury inkubacji.

— Odpornos¢ na PVM pochodzaca od S. gourlayi przejawia si¢ w szerokiej skali
temperatur i nie zalezy od szczepu wirusa uzytego do zakazen oraz zwigzana jest ze
zjawiskiem tolerancji (brak objawdow fenotypowych na roslinach i brak spadku wigoru
roslin).

— Rody odporne z genem Gm mogg stanowi¢ doskonaly material hodowlany
i wprowadza¢ do programow hodowlanych wysoki poziom odpornosci na PVM.

— Zakazania mechaniczne roslin wydaja si¢ by¢ wystarczajace do przeprowadzenia
fenotypowej oceny poziomu odpornosci na PVM.

LITERATURA

Migtkiewska E. 1999. Wspotdziatanie dwoch typow odpornoscei na wirus M ziemniaka (PVM), pochodzacy
od Solanum gourlayi i S. megistacrolobum w ziemniakach tetraploidalnych. Biul. IHAR 209: 125 —
135.

Wasilewicz-Flis I. 2001. Selekcja rodéw hodowlanych odpornych na wirus M ziemniaka (PVM), w ktérych
odporno$¢ determinowana jest genami Gm 1 Rm. Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin, Radzikow,
IHAR Monografie i Rozprawy Naukowe 10/2001: 49 — 51.

259






NR 286 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2019
e-ISSN 2657-8913

KRZYSZTOF TREDER

MATEUSZ MIELCZAREK

ANNA PAWLOWSKA

BOGUMILA ZACHARZEWSKA

MARIA FEDCZAK

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy, Radzikow, Oddzial w Boninie,
Pracownia Diagnostyki Molekularnej i Biochemii

Kierownik Tematu: dr Krzysztof Treder Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin — Panstwowy Instytut
Badawczy, Radzikow, Oddziat w Boninie, Bonin 3, 76-009 Bonin, tel. 943423031 w. 207,

e-mail: k.treder@ihar.edu.pl

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 58.

Opracowanie czutych metod wykrywania
najwazniejszych wirusow ziemniaka

Development of sensitive methods for detection of the most important potato viruses
Stowa kluczowe: test ELISA, RT-PCR, RT-LAMP, wirusy ziemniaka, wykrywanie, ziemniak

Sprawcami najwigkszych strat plonu w Polsce s3: wirus ziemniaka Y (PVY, Y), wirus
lisciozwoju ziemniaka (PLRV, L) oraz wirus ziemniaka M (PVM, M). Gtéwnym celem
Zadania nr 58 jest opracowanie czulych metod wykrywania tych wirusow w réznych
tkankach ziemniaka. Cel ten jest realizowany w postaci pi¢ciu tematow badawczych: (I)
Opracowanie i optymalizacja nowych metod wykrywania wirusow. (II) Ocena wplywu
odpornosci odmian ziemniaka na skuteczno$¢ wykrywania wirusow w bulwach.
(III) Badania nad wykrywaniem wirusow w bulwach i kietkach ziemniaka za pomoca
koktajl i DAS ELISA. (IV) Adaptacja i optymalizacje metod molekularnych do wykry-
wania wiruséw w ro$linach in vitro. (V). Opracowanie testow diagnostycznych do szyb-
kiego wykrywania wirusow.

Zdrowotno$¢ sadzeniakéw jest oceniana za pomocg tzw. proby oczkowej, ktora
stanowi polaczenie testu biologicznego z immunologicznym. Proba oczkowa polega
na wycigciu fragmentow bulw z pojedynczymi oczkami, chemicznym przerwaniu ich
spoczynku, podkietkowaniu w 21°C w ciemnosci, a nastepnie wysadzeniu w szklarni
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i wykonaniu testu DAS-ELISA wg Clark i Adams (1977) z uzyciem soku z probek lisci
pobranych z 4-6 tyg. roslin. Wykrywanie wirusow metodag ELISA prowadzone jest
metodg posrednig z ro$lin, ze wzgledu na znaczacy wzrost koncentracji czgstek wirusa
w roslinach, co zwigksza szans¢ na wykrycie testem ELISA wirusow o bardzo niskiej
koncentracji w bulwach. Bezposrednie badanie bulw byloby optymalne, jednak Hill
i Jackson (1984) wykazali, ze czutos¢ testu ELISA jest za mata do wykrycia wirusow
w bulwach. Podejmowano proby zwigkszenia czulos$ci tego testu. Wstgpne wyniki
wskazywaty, ze koktajlowa wersja testu umozliwia wykrywanie PVY i PLRV w bulwach
(Treder i in., 2009). Wicloletnie badania prowadzone w ramach Zadania nr 58 wykazaty,
ze test byl wiarygodny jedynie dla PLRV i PVM. W przypadku PVY uzyskiwano
zarowno wyniki zgodne z proba oczkowa, jak rowniez wykazujace mniejszg skutecznosc
testu w porownaniu z probg oczkowg. W celu wyjasnienia tej rozbieznosci podjeto bada-
nia nad wptywem odporno$ci odmian na skuteczno$¢ wykrywania wirusow w bulwach.
Na podstawie dotychczas uzyskanych wynikow stwierdzono, ze wzrost odpornosci
odmian ma negatywny wyptyw na wykrywalnos¢ PVY. W celu zwigkszenia czutosci
testu prowadzone sg prace nad mozliwoscig wykorzystania roznych metod zaggszczania
czgstek wirusowych z wigkszych objetosci. Obiecujgce wyniki uzyskano stosujac czgstki
magnetyczne pokryte przeciwcialami. Obecnie badana jest mozliwos¢ wykorzystania
membran jonowymiennych w tym samym celu.

Alternatywa dla proby oczkowej moze by¢ test na kietkach opracowany dla PLRV przez
Syllera (1988). W Zadaniu nr 58 prowadzone sg prace nad wykrywaniem wirusoéw Y, M i L
w tym organie. Potwierdzono dobrg zgodno$¢ wykrywania wirusow Y, M 1 L w kietkach
zproba oczkows. Do wykrywania w bulwach mozna takze stosowac testy molekularne —
RT-PCR lub RT-LAMP, (Singh i in., 1995; Boonham i in., 2008). Koszt testow
molekularnych mozna obnizy¢ zastepujac komercyjne zestawy do izolacji RNA krzemionka
(Zacharzewska i in., 2014) lub czastkami magnetycznymi (Treder i in., 2018).

Metody molekularne mogg by¢ réwniez przydatne do oceny stanu zdrowia ro$lin
wprowadzanych do kolekcji zasobow genowych ziemniaka. Takg kolekcje (Bank Genow
Ziemniaka) posiada Pracownia Zasobow Genowych i Kultur in vitro, wchodzaca w sktad
Oddziatu IHAR — PIB w Boninie. Rutynowa ocena kolekcji na obecno$¢ wiruséw
wykonywana jest za pomocg ELISA. Koszt testu RT-PCR jest zbyt wysoki do oceny
kolekcji. Mozna go obnizy¢ stosujac multipleksowy wariant (m-RT-PCR) testu (Du i in.,
2008). W ramach Zadania nr 58 opracowano wariant klasycznego m-RT-PCR do jedno-
czesnego wykrywania Y, M i L w tej samej probie. Za pomoca opracowanego testu
stwierdzono, ze przebadane 150 genotypy ziemniaka z kolekcji podstawowej Banku
Genow sg wolne od wirusow Y, M i1 L. Dalsze usprawnienie testu wymaga opracowania
m-RT-PCR w czasie rzeczywistym.

Rozwo6j metod izotermicznej amplifikacji kwasow nukleinowych umozliwit
opracowanie metod diagnostycznych, ktére mozna wykona¢ poza laboratorium
(Boonham i in., 2008). W ramach Zadania nr 58 opracowano szybki test fluorescencyjny
RT-LAMP do wykrywania PVY (Przewodowska i in., 2015) oraz jego czulszy wariant,
umozliwiajagcy roéznicowanie serotypéw PVY (Treder i in., 2018) i kolorymetryczne
wykrywanie wirusa poprzez obserwacj¢ zmiany barwy badanych prob (Treder i in.,
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2017). Zmiana barwy byta specyficzna dla prob RNA izolowanego z ro§lin z wirusem
i nie zachodzita w probach, do ktérych dodawano RNA z roslin zdrowych. Opracowano
rowniez procedur¢ wykrywania wirusow Y, M 1 L za pomocag testu RT-LAMP
bezposrednio w soku z roélin, bez izolacji RNA. Metoda dzialala dobrze we
fluorescencyjnej wersji RT-LAMP. W kolorymetrycznym RT-LAMP, zmiana barwy
nastgpowata zaréwno po dodaniu do prob soku wycisnigtego z ro$lin z badanymi
wirusami, jak i po dodaniu soku z ro$lin zdrowych.

Celem projektu w 2018 r. bylo: (I) opracowanie metody zageszczania wirusOw
z wickszych objetosci poprzez wigzanie czastek wirusa na membranach jono-
wymiennych, (II) zbadanie, czy odpornos¢ odmian wptywa na wykrywalno$¢ wiruséw
bezposrednio w bulwach, (III) ocena przydatnosci kietkéw do wykrywania wirusow, (IV)
opracowanie multipleksowego RT-PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania wirusow
Y, M i L; (V) opracowanie metody przygotowania sokoéw do RT-LAMP, eliminujacej
z soku czynniki wywotujacy zmiane barwy bigkitu hydroksynaftolowego (HNB).

W roku 2018 w ramach prac nad metodg zageszczania wirusow z wigkszych objetosci
na membranach jonowymiennych stwierdzono, ze PVM wigzat si¢ silnie a PLRV stabo
ze ztozem Q. Oba wirusy nie wigzaly si¢ ze ztozem S. W sklad populacji PVY wchodzity
wiriony o stabym i silnym wigzaniu do zloza Q oraz o stabym i silnym wigzaniu do ztoza
S. Zageszczanie czastek wirusOw na membranie Q miato pozytywny wptyw na wykry-
wanie PVY. Dla PVM zabieg ten zwigkszal dwukrotnie czulo$§¢ wykrywania wirusa,
jednak negatywnie wplywat na wysokos$¢ absorbancji w tescie ELISA. Zatezanie czastek
wirusa nie powiodto si¢ dla PLRV, prawdopodobnie z uwagi na stabe oddziatywanie tego
wirusa ze ztozem Q w zastosowanych warunkach. W 2018 r. w do$wiadczeniu polowym
porazenie PVY byto wysokie w poréwnaniu z ubiegtymi sezonami a porazenie PVM
i PLRV bardzo niskie, podobnie jak w ubieglych sezonach. Dla PVY potwierdzono
wplyw odpornosci odmian na spadek wykrywalnosci wirusa w bulwach. Badajac
wykrywalno$¢ wirusow w bulwach i kietkach ziemniaka potwierdzono dobrg zgodnos¢
wykrywania wirusow w kielkach z proba oczkowa. Wyzsza skutecznoscig wykazat si¢
test koktajl ELISA niz DAS-ELISA dla kielkéw. Stwierdzono wyzszag skutecznosé
wykrywania PVM bezposrednio w bulwach niz za pomocg proby oczkowej. Test
RT-qPCR byt bardziej skuteczny w ocenie porazenia lisci, kietkow i bulw wirusem Y niz
RT-LAMP i1 DAS-ELISA. Wyniki prac nad optymalizacja metod molekularnych do
wykrywania wirusOw w roslinach in vitro w 2018 r. potwierdzity, ze pojedynczy RT-PCR
w czasie rzeczywistym pozwalal na wykrycie wszystkich badanych wirusow.
Multipleksowy test RT-PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania wirusow Y, L i M
wymaga dalszych badan. W roku 2018 wykazano, Ze stosujac chloroform mozna wizual-
nie wykrywaé¢ PVY za pomocg kolorymetrycznego testu RT-LAMP z barwnikiem HNB
bez izolacji RNA z badanych prob. Dodanie do prob alfa-kazeiny istotnie skracato czas
wykrycia w probach o niskiej koncentracji PVY. Czuto§¢ wizualnej detekcji z HNB byta
taka sama jak czuto$¢ wykrywania PVY za pomoca fluorescencyjnego testu RT-LAMP.
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Badania nad opracowaniem metod selektywne;]
izolacji oraz czulej identyfikacji bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
w trudnych diagnostycznie probach srodowiskowych

Research and development of selective isolation and sensitive identification methods
of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus bacteria in difficult diagnostic
environmental samples

Stowa kluczowe: bakterioza pierscieniowa ziemniaka, Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus,
diagnostyka, nowoczesne metody, proby srodowiskowe, ziemniak

CEL TEMATU ORAZ PROWADZONYCH BADAN

Celem realizowanego projektu byto opracowanie materiatow i procedur do selektyw-
nej izolacji kwarantannowej bakterii — Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
(Cms) z r6znych prob srodowiskowych oraz opracowanie i weryfikacja wysoce czulych
i specyficznych metod identyfikacji tej bakterii.

Zatozony cel osiggnigto poprzez realizacj¢ zalozen poszczegdlnych tematow
badawczych projektu.
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OPIS WYNIKOW

Wyniki uzyskane w temacie 1 pozwolily na opracowanie materiatow do konstrukcji
immunopodtoza do izolacji bakterii Cms z badanych prob. Na podstawie opracowanych
antygenow, w procesie immunizacji krolikow uzyskano 3 surowice z IgG anty-Cms,
ktére po oczyszczeniu badano pod katem czuloSci i specyficznosci wzgledem
stosowanych szczepow bakteryjnych. Do opracowania immunopodtoza uzyto przeciwciat
dajacych najlepszy stosunek miana do specyficzno$ci. Opracowane materialy pozwolity
na opracowanie funkcjonalnego immunopodtoza do izolacji bakterii Cms z soku
ziemniaka w warunkach laboratoryjnych oraz polowych.

Badania zwigzane z weryfikacjg metody izolacji DNA z zawiesin Cms o roznej
zawartosci $luzow bakteryjnych, potwierdzity skuteczno$¢ opracowanej metody zaréwno
w obecnosci wody, jak 1 komponentéw soku ziemniaka. Jako$¢ wyizolowanego DNA
oceniano na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego oraz analizy elektroforegramow
zawierajacych produkty amplifikacji DNA po przeprowadzeniu testu PCR. W poréwna-
niu do zalecanej obecnie metody izolacji DNA, ktéra stosowano jako odno$na, opraco-
wana metoda pozwalata na uzyskanie wyzszej czulosci w przypadku prob z wody, ale
byla jednoczesnie bardziej wrazliwa na komponenty soku ziemniaka. Wprowadzenie
modyfikacji w opracowanej metodyce w trakcie izolacji DNA z ekstraktow roslinnych
pozwolito na uzyskanie czutosci adekwatnej do metody odnosne;.

Wyniki uzyskane w ramach tematu 3 zwigzane z poroOwnaniem stopnia porazenia
badanych roslin oraz bulw potomnych pozwolity potwierdzi¢ funkcjonalno$¢ opraco-
wanych materiatow oraz metodyki izolacji DNA. Badane odmiany wykazaty podobnie
jak w poprzednim roku zréznicowang podatnos$¢ na sztuczng inokulacje bakteriami Cms
obu szczepow. Pomimo odmiennych do poprzednich lat warunkow pogodowych, stopien
porazenia bakteriami Cms zalezal zarowno od stosowanego profilu glebowego, jak i uzy-
tego do inokulacji szczepu Cms. Wyniki wskazaly na wigkszg efektywnos¢ szczepu silnie
mukoidalnego. Najmniejsza podatno$¢ uzyskano dla odmian Courage i Ikar, natomiast
najwigksze porazenie bulw zanotowano u odmian Gwiazda i Sagitta. Stosowanie profilu
glebowego miato wptyw na wysoko$¢ plonu i liczbe bulw potomnych. Metody IFAS
i PCR w znacznym stopniu korelowaly ze soba potwierdzajac wyzszy indeks porazenia
proéb z bulw, niezaleznie od wykrywanego szczepu Cms.

Wyniki badan uzyskane w ramach tematu 4, pozwolily oceni¢ wplyw obecnosci
zroéznicowanych mukoidalnie szczepéw bakterii Cms na poziom ekspresji objawow
chorobowych oraz czulos¢ testu molekularnego w badanych tkankach roslin in vitro.
Badane odmiany wykazaly zroznicowang wrazliwo$¢ na obecno$¢ poszczegdlnych
szczepow bakterii Cms. W poréwnaniu do wczesniejszych badan z uzyciem mieszaniny
3 szczepow Cms, przy zastosowaniu pojedynczych szczepéw 1 analogicznych
koncentracji komorek bakterii w mieszaninie inokulacyjnej, oddziatywanie fitotoksyczne
bylo znacznie stabsze. Obecno$¢ bakterii Cms oceniona testem PCR potwierdzono
praktycznie w wigkszosci badanych prob pozytywnych, czgsto pomimo braku
widocznych objawoéw makroskopowych na roélinach oraz zamglen w podtozach
wskazujgcych na silne porazenie bakteriami Cms.
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Badania dotyczace zapobiegania kontaminacjom bakteriami Cms podlozy stosowa-
nych do hodowli ro$lin in vitro ziemniaka, pozwolily na ocen¢ wpltywu obecnosci
koloidu zlota na dziatanie mieszaniny dwoch innych koloidow o dziataniu antymikro-
biologicznym. Obserwowano r6zng wrazliwo$¢ badanych odmian ziemniaka na miesza-
nin¢ koloidoéw, zaleznie od stosowanej koncentracji. Nizsze st¢zenia badanych koloidow
powodowaly lepszy wzrost i namnazanie si¢ badanych roslin w pordwnaniu z roslinami
kontrolnymi, natomiast zwigkszenie koncentracji nanoczasteczek w mieszaninie powodo-
wato wyzsza aktywno$¢ antymikrobiologiczng w stosunku do Cms.

WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

1. Przeciwciala skierowane na komorki bakterii Cms uzyskane w ramach pierwszego
z tematow badawczych w porownaniu z IgG z roku 2017 roku cechowaty si¢ wysoka
specyficznoscig oraz relatywnie nizszym mianem wobec badanych bakterii Cms.
Odpowiednia modyfikacja podtozy oraz zastosowanie opracowanych w roku
poprzednim IgG pozwolily na opracowanie powtarzalnego immunopodtoza
do specyficznej izolacji komoérek bakterii Cms niezaleznie od stopnia mukoidalnosci
badanych szczepéw Cms, jak réwniez wczesnos$ci i zawarto$ci skrobi badanych
odmian ziemniaka. Opracowany test immuno-PCR w poréwnaniu do poprzedniego
roku zostatl ulepszony, ale wymaga jeszcze dopracowania i optymalizacji w celu
poprawienia czuto$ci.

2. Badania dotyczgce opracowania warunkow izolacji DNA bakteryjnego pozwolity
poréwnac i wyznaczy¢ warunki, przy ktorych uzyskano najwyzsza i najnizsza czutosé
testu PCR bakterii Cms izolowanych z wody oraz z ekstraktu z bulw ziemniaka.
Z uwagi na znaczne oddzialywanie inhibitoréw reakcji PCR w probach z ekstraktu
ziemniaka, do dalszych badan w ramach zadania wybrano metod¢ wysokosolng
z proteinazg K stosujac 10-krotne rozcienczenie izolowanego DNA.

3. W temacie trzecim wykazano zréznicowang podatnos¢ badanych odmian na sztuczng
inokulacj¢ badanymi szczepami bakterii Cms. Odmianami najmniej podatnymi na
porazenie roslin i bulw potomnych przez badane szczepy Cms byly Courage, Ikar
i Jurek, natomiast porazenie bulw w wysokim stopniu obserwowano u odmian
Annabelle, Gwiazda i Sagitta. Wysokie porazenie pedow przektadalo si¢ na wysokie
porazenie plonu. Obserwowane w trakcie wegetacji zmiany w postaci chloroz
na lisciach u odmian Sagitta i Gwiazda potwierdzone zostaly wysokim indeksem
porazenia obliczonym na podstawie obserwacji mikroskopowej. Wyzszy indeks
porazenia todyg i bulw stwierdzono w preparatach pochodzacych z roslin, ktorych
sadzeniaki byty inokulowane mukoidalnym szczepem Cms NCPPB 4053 i byly
uprawiane na glebie cigzkiej, gliniastej profilu VI. Metody IFAS i PCR w znacznym
stopniu korelowaty ze sobg potwierdzajac wyzszy indeks porazenia prob z bulw,
niezaleznie od wykrywanego szczepu Cms.

4. Badania przeprowadzone w ramach kolejnego zadania pozwolily oceni¢ wplyw
obecnos$ci zroznicowanych mukoidalnie szczepoéw bakterii Cms na poziom ekspresji
objawow chorobowych oraz czutos¢ testu molekularnego w badanych tkankach roslin
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invitro. Badane odmiany wykazaly zréznicowana wrazliwo$¢ na obecnos¢
poszczegdlnych szczepow bakterii Cms. Najbardziej wrazliwg odmiang byla sie
odmiana Sagitta, natomiast najmniej podatng na obecnos¢ badanych szczepéw Cms,
odmiana Courage. Obecno$¢ bakterii Cms oceniona testem PCR potwierdzono
praktycznie w wigkszosci badanych prob pozytywnych czgsto pomimo braku
widocznych objawéw makroskopowych na roslinach oraz zamglen w podlozach
wskazujgcych na silne porazenie bakteriami Cms.

5. W ramach tematu 5 oceniono wplyw obecnosci koloidu ztota na dziatanie mieszaniny
koloidow srebra i miedzi na bakterie Cms, jak rowniez na wzrost i namnazanie
badanych ro$lin in vitro. Obecno$¢ zlota zwigkszyla dzialanie toksyczne
nanoczasteczek w stosunku do mukoidalnego szczepu patogenicznych bakterii Cms
juz przy koncentracji 0,1% docelowego stezenia nanoczasteczek w podiozu
mikrobiologicznym. Obserwowano rézng wrazliwo$¢ badanych odmian ziemniaka w
postaci kultur in vitro na mieszaning koloidow, zaleznie od stosowanej koncentracji.
Nizsze stezenia badanych koloidow powodowaty lepszy wzrost i namnazanie si¢
badanych roslin w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.
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Opracowanie metod globalnej analizy polimorfizméw
w genomie buraka cukrowego

Development of methods for global analysis of polymorphisms in the genome
of sugar beet

Stowa kluczowe: BNYVV, cytoplazmatyczna meska sterylnos$c, ekspresja gendow, genotypowanie,
markery molekularne, rizomania

PRZYGOTOWANIE I FENOTYPOWANIE SEGREGUJACYCH POPULACJI BURAKA
CUKROWEGO

Cele tematu

Uzyskanie roslin buraka cukrowego o zrdznicowanej reakcji na rizomani¢ oraz ich
przygotowanie do analiz molekularnych; uprawa roslin rosnagcych w kontakcie z wirusem
BNYVYV oraz w warunkach kontrolnych do badan molekularnych; uzyskanie kwitnacych
roslin F; z krzyzowan typu obiekt meskosterylny (MS) x kandydat na lini¢ dopelniajaca
(lini¢ O) oraz ocena fenotypu ptodnosci tych roslin; uzyskanie nasion BC1 na bazie
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wybranych roslin me¢skoptodnych z potomstw F;; uzyskanie korzeni wysadkowych
nowych pokolen BC1 i BC2 z segregacja gendw restorerowych.

Opis wynikéw

Wszystkie materialy roslinne zostaty uzyskane i ocenione zgodnie z harmonogramem.
Rosliny o zréznicowanej reakcji na rizomani¢ zostaly ocenione w komercyjnym tescie
genetycznym (marker SNP) okreslajgcym podatno$é na BNYVV.

W biezacym roku w dwoch sposrdd sze$ciu kwitngcych potomstw nie wystgpito
oczekiwane rozszczepienie na ro$liny meskosterylne, meskoplodne i (ewentualnie)
czgsciowo-meskoptodne. Jeden obiekt cechowala wyrazna nadreprezentacja roslin
ptodnych, co moze wynika¢ z obecnosci wigcej niz jednego restorera. W jednym obiekcie
wszystkie rosliny byty meskosterylne, co wskazuje na brak genu restorerowego.

Whioski
— Duza liczba badanych linii hodowlanych pozwolita na przetestowanie materiatu

o zroznicowanym pochodzeniu. Test komercyjny potwierdzil, ze cechowaly si¢ one

kontrastujacymi genotypami w odniesieniu do rejonu Rz/ warunkujacego odporno$c¢

na rizomanig.

— Uzyskano korzenie wysadkowe dziesi¢ciu potomstw typu BC, w ktdrych oczekuje si¢
segregacji na rosliny meskosterylne i mgskoptodne.

— Segregacja fenotypowa w obrgbie czterech z szeSciu kwitnacych potomstw gwarantuje
ich uzyteczno$¢ w analizie genow restorerowych.

ANALIZY BIOINFORMATYCZNE

Cele tematu

Analiza poziomu ekspresji gendow potencjalnie zaangazowanych w warunkowanie
odpornosci na rizomani¢ u roslin wrazliwych i odpornych; okreslenie specyficznych cech
sekwencji aminokwasowej bialek kodowanych w locus X/ (Rf1/rfl) u roslin
meskosterylnych i u roslin z przywrocong ptodnoscia; okreslenie poziomu transkrypcji
genow kodujacych biatka PPR u roslin meskosterylnych i u ro$lin z ptodnoscia
przywrocona przez gen Z (Rf2).

Opis wynikéw

Materiat badawczy stanowily trzy odporne i trzy wrazliwe na BNYVV ro$liny
wczesniej poddane genotypowaniu markerami sprzezonymi z genem Rz/. Badane ro$liny
byly eksponowane na dzialanie wirusa podczas wzrostu w warunkach szklarniowych.
Kontrole stanowily trzy odporne i trzy wrazliwe na BNYVV (wg wynikow
genotypowania) ro$liny, wzrastajagce na glebie nie zarazonej wirusem. Oceniono
ekspresj¢ szeSciu genow.

Baza dla analizy przywracania ptodno$ci byly dane RNA-seq wygenerowane dla
obiektu 3S1185 w roku 2016. Uzyskane dla pojedynczych roslin odczyty sekwencyjne
zostaly zmapowane do wyekstrahowanych z chromosomu IV 82 genéw kodujacych
biatka PPR. Wyliczone dla poszczegdlnych genow wartosci pokrycia byly miarg ich
ekspresji na poziomie RNA. Wsrdd gendow cechujacych si¢ silniejsza ekspresja u roslin
meskoptodnych najwyrazniejsze roznice odnotowano dla 104890821 1 104890879.
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Z kolei sposrod gendéw cechujacych si¢ silniejsza ekspresja u roslin meskosterylnych
najwyrazniejsze roznice odnotowano dla 104890731 oraz 104890767 (rys. 1).
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Rys. 1. Mapa fizyczna chromosomu 4 buraka cukrowego z zaznaczeniem pozycji genéw kodujacych
bialka PPR, czcionka czerwona — geny o wyzszej ekspresji u roslin meskosterylnych, czcionka zielona
— geny 0 wyzszej ekspresji u roslin meskoplodnych, zélte cieniowanie — geny, ktérych markery CAPS
wykazuja kosegregacje z fenotypem, M — geny dla bialek PPR kierowanych do mitochondriow, C —
geny dla bialek PPR kierowanych do plastydow
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Whioski

— Poziom ekspresji gendw wytypowanych jako istotne dla warunkowania reakcji
odpornosci roslin buraka cukrowego na BNYVV (RPPI3-like; LOC104888806
1 LOC104888807) okazat si¢ by¢ r6zny w zaleznosci od genotypu rosliny i kontaktu
Z wirusem.

— Wyniki qPCR czg$ciowo potwierdzily zmiany ekspresji obserwowane w oparciu o
analizy transkryptomow w odniesieniu do roslin réznigcych si¢ reakcjg na rizomanig.

— Fizycznie sprzezone geny RPPI3-UP 1 RPPI3-DOWN (LOC104888806
1 LOC104888807) moga lacznie warunkowaé reakcje odpornosci na BNYVV,
konstytuujac locus Rz1.

— Obecnie najwiarygodniejszym kandydatem na restorer Z/Rf2 jest gen 104890821
kodujacy kierowane do mitochondriéw biatko PPR.

OPRACOWANIE PLATFORMY GENOTYPOWANIA BURAKA CUKROWEGO
DLA SELEKCJI WSPOMAGANEJ] MARKERAMI

Cele tematu

Opracowanie markeréw molekularnych identyfikujacych polimorfizmy w rejonach
kodujacych geny o zréznicowanej ekspresji w grupie roslin odpornych i wrazliwych na
rizomani¢; okreslenie, czy genotypy loci Rf/rf wykazuja zalezno$¢ od genotypow w
wybranych /oci markerowych; opracowanie kolejnych markeréw dla locus Z/z (Rf2/vf2);
okreslenie genow restorerowych obecnych w nowej puli segregujacych populacji.

Opis wynikéw

Walidacja markeréw molekularnych obejmowata genotypowanie 299 roslin
nalezacych do 59 populacji buraka cukrowego o réznym pochodzeniu i reakcji na wirusa
BNYVV. Calosciowa analiza populacji pod wzgledem zgodnosci wynikow
genotypowania markerami CAPS opracowanymi w ramach niniejszego projektu a
komercyjnym markerem SNP wykazata, ze w przypadku 38 populacji otrzymano
zasadniczo zgodne wyniki.

W ramach analizy nierownowagi sprz¢zen dziesi¢¢ linii mesksosterylnych poddano
genotypowaniu trzema markerami dla genu X (Rf7) i dwoma markerami dla genu Z (Rf2).
Najwigcej przypadkow zmiennosci wewngtrzliniowej odnotowano przy uzyciu dwoch
markeréw dla genu X. Ogolnie w badanym zestawie obiektow wszystkie testowane
markery cechowala dominacja jednego lub dwoch profili markerowych, a w przypadku
jednego z markerow dla genu Z w ogole nie stwierdzono polimorfizmu. Profile tego typu
nalezy uzna¢ za zwigzane z allelami dopetniajgcymi analizowanych /oci restorerowych.

Identyfikacje genow restorerowych wykonano dla czterech populacji segregujacych na
ro$liny me¢skosterylne i me¢skoptodne — wykorzystano do tego po cztery markery dla
genow X1 Z. Kosegregacje z fenotypem obserwowano wylacznie dla przy wykorzystaniu
markerow dla genu X, co wskazuje, iz w badanych populacjach wystgpuje wlasnie ten
restorer (rys. 2).
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MS1 DP
M 6 17 52 65 7181 8593 96 102 2 20 48 53 61 77 82 94 97103 M bp

Rys. 2. Obraz markera Rf1-Mors uzyskany dla wybranych roslin meskosterylnych (MS1)
i meskoplodnych (DP) z populacji 3s 13 175. M — wzorzec wielkosci fragmentéw DNA

Whioski

Wyniki genotypowania markerami CAPS sprz¢zonymi z rejonem Rz/ w genomie
buraka cukrowego, warunkujacym odporno$¢ na rizomani¢, sa zasadniczo zgodne
z wynikami genotypowania komercyjnym systemem SNP.

Obserwowane rozbieznosci dotyczyly ok. 30% genotypowanych roslin i byty
zwiazane przede wszystkim z:

— nadreprezentacja heterozygot w systemie komercyjnym (15%),

— okresleniem ros$lin jako wrazliwych w tescie komercyjnym, ale odpornych
w systemie CAPS (9%), przy czym wyniki takie byly ograniczone do 10 badanych
populacji, co wskazuje na mniejszg uniwersalnosc¢ jednego z testow,

— prawdopodobnymi sporadycznymi btedami technicznymi w obu testach.

. Nowo opracowany marker InDel dla rejonu Rz/ pozwolit na skuteczne rozroéznienie
roslin odpornych i wrazliwych w populacjach, ktore cechowaly si¢ haplotypem
determinujgcym wrazliwo$¢ z obecnoscia insercji. W pozostatych przypadkach wynik
genotypowania InDel roslin wrazliwych nie roznit si¢ od wyniku uzyskanego dla
ro$lin odpornych. Marker InDel jest zatem mniej uniwersalny niz markery CAPS.
Genotypowanie linii meskosterylnych wykazato u wickszosci roslin obecnos¢ profili
charakterystycznych dla fenotypu mgskosterylnego, badz profili do tej pory
nieobserwowanych. Tylko w przypadku markera 20L-int u ponad 60% przebadanych
ro§lin stwierdzono obecnos¢ profili wczesniej korelowanych z fenotypem
mgskoptodnym. Wynik taki wskazuje na rownowage sprzezen pomiedzy /oci markera
i restorera.
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5. Genotypowanie czterech segregujacych populacji oSmioma markerami dla /loci
restorerowych wykazalo, iz w badanym materiale ro§linnym za przywracanie
ptodnosci odpowiada gen X. Maksymalny odnotowany poziom kosegregacji
testowanych markerow z fenotypem przekraczat 90%.
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Badania nad mechanizmami warunkujacymi proces
embriogenezy gametycznej u buraka cukrowego

The research on the mechanisms responsible for gametic embryogenesis
in sugar beet

Stowa kluczowe: AGP, Beta vulgaris, gynogeneza, haploidy

W ostatnich kilkunastu latach nieodzownym elementem strategii tworzenia nowych
materiatdw wyjsciowych dla hodowli, jak roéwniez doskonalenia odmian buraka
cukrowego stato si¢ wykorzystanie najnowszych osiggni¢¢ w dziedzinie biotechnologii.
Otrzymanie haploidow tego gatunku okazato si¢ mozliwe dopiero w latach 80.
z wykorzystaniem kultur in vitro niezaptodnionych zalgzkow i zalazni (Van Geyt i in.,
1987; Doctrinal i in., 1989; Goska, 1997), podczas ktérych dochodzi do regeneracji
haploidalnych pedéw z komodrek jajowych woreczka zalagzkowego. Rosliny haploidalne
sa nieplodne, z tego wzgledu niezbedna jest ich diploidyzacja dla uzyskania stabilnych
genetycznie 1 cytologicznie linii podwojonych haploidow (linii DH). Jednak
wykorzystanie linii DH w hodowli ro$lin w znacznym stopniu uwarunkowane jest
efektywna metoda ich wyprowadzenia z rdéznych materiatow wyjsciowych. Wplyw
genotypu uwazany jest za najwazniejszy czynnik warunkujgcy efektywno$¢ prawie
wszystkich rodzajow kultur tkankowych, a w szczegolno$ci embriogenezy gametyczne;.
Obecnie niewiele wiadomo na temat mechanizméw molekularnych, w tym udzialu
poszczegblnych gendow zwigzanych z indukcjg powyzszego procesu. Przy czym warto
podkresli¢, iz identyfikacja genotypéw o wysokim potencjale gynogenetycznym bytaby
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wysoce pozadana. Dlatego tez, aby poszerzy¢ wiedz¢ na temat genetycznych
mechanizméw warunkujacych rozwoj haploidalnych zarodkow nicodzowne sg badania
prowadzone na szeroka skalg, szczegdlnie genotypow o wysokim i niskim potencjale
gynogenetycznym buraka cukrowego (Bohanec, 2009).

Z powyzszych wzgledow punktem wyjscia prowadzonych prac byta miedzy innymi
cytologiczna charakterystyka komorek zalgzka buraka. Zaobserwowano, iz podczas
prowadzenia kultur zaptodnionych zalgzkéw buraka cukrowego, dochodzi do zmian
w obrebie $cian komorek integumentum (Bruun, 1991). Zgodnie z danymi
literaturowymi, obecnos$¢ poszczegdlnych komponentdw $ciany, jak tez ich przestrzenna
organizacja sg potencjalnymi czynnikami odzwierciedlajgcymi lub w pewnym stopniu
warunkujacymi wlasciwosci morfogenetyczne komorek i tkanek. Badania prowadzone na
3 liniach kalusa buraka cukrowego (normalnego, nieorganogenicznego i rakowego)
roéznigcych si¢ potencjalem morfogenetycznym wykazaty, iz w toku prowadzenia kultur
dochodzi do zréznicowanej ekspresji peroksydaz, chitynaz, esteraz pektynowych.
Powyzsze enzymy uczestnicza w modyfikowaniu wilasciwosci komponentow Sciany
komoérkowej, przy czym chitynazy biorg udzial w szlaku przemian czgsci bialkowej
arabinogalaktanow, zawierajacych N-acetylo-D-glukozamie (GlcNAc) oraz glukozaming
(GIeN), co prowadzi do uwolnienia oligosacharydowych czgsteczek sygnalnych
(Pavokovi¢ 1 in., 2012). Obecny stan wiedzy pozwala stwierdzi¢ istotng rolg
komponentéw Sciany komorkowej jakimi sg proteoglikany AGP (ang. arabinogalactan
proteins) w procesach wzrostu tagiewki pytkowej, wydtuzania i réznicowania komorek,
atakze regulacji somatycznej embriogenezy (Capataz-Tafur i in., 2011). Ponadto
wykazano obecno$¢ AGP w organach wegetatywnych i1 generatywnych roslin, w tym
rowniez w zalgzkach (Acosta-Garcia i Vielle-Calzada, 2004; Qin i Zhao, 2006). Wyniki
przytoczonych prac eksperymentalnych sugeruja, ze proteoglikany AGP pelnia istotng
role w procesach morfogenezy roslin.

Dlatego tez uznano za celowe porownanie struktury $cian komorkowych
syntetyzowanych przez trudno i tatwo regenerujagce na drodze gynogenezy genotypy
buraka cukrowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem lokalizacji i rearanzacji wybranych
proteoglikanow i pektyn.

Obserwacje histologiczne w mikroskopie $wietlnym prowadzone na skrawkach
cienkich (1 um) wykazaty, ze izolacja niezaptodnionych zalgzkdéw z roslin donorowych
odbyla si¢ migdzy 1-3 dniem przed stadium antezy, za$ woreczek zalagzkowy byl w petni
rozwini¢ty, dojrzaty i prawidlowo zorganizowany. W przypadku genotypow o wyzszym
potencjale embriogenetycznym po 7 dniach od wyloZenia na pozywki regeneracyjne
w niezaptodnionych zalgzkach woreczek zalagzkowy powigkszyt si¢, za§ synergidy ulegty
resorpcji. Na kolejnym etapie (po 9 dniach) widoczne byly pierwsze podziaty komorki
jajowej 1 tworzenie si¢ dwukomorkowego prazarodka. Natomiast po 14 dniach
zaobserwowano rozw¢j trzykomorkowego prazarodka. W przypadku genotypow
onizszym potencjale embriogenetycznym zaobserwowano degradacje komorek
w woreczku zalgzkowym, a takze nieprawidtowy rozwoj tumorowatych struktur w jego
wnetrzu, czyli wtdrng embriogeneze.
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Obecnos¢ 1 dystrybucja epitopow charakterystycznych dla jednego typu
proteoglikanow AGP 1 pektyn zostala wstepnie zbadana w tkankach niezaptodnionych
zalgzkow buraka cukrowego o wysokim i niskim potencjale embriogenetycznym,
utrwalonych na czterech etapach rozwojowych (w dniu pobrania oraz po 7, 9 i 14 dniach
od wylozenia na pozywki indukcyjne). Detekcje przeprowadzono na skrawkach
pélcienkich (0,5 pm). Miejsce wigzania przeciwcial przez antygeny komorkowe
uwidoczniono in situ po przylaczeniu przeciwcial wtérnych znakowanych izo-
tiocyjanianem fluoresceiny (FITC) zgodnie z metodyka opisang przez Wisniewska
i Majewska (2007). Preparaty analizowano w mikroskopie fluorescencyjnym Jenalumar.
Obserwacje mikroskopowe ujawnily wystepowanie w znacznych ilosciach relatywnej
zawarto$ci domen strukturalnych charakterystycznych dla pektyn rozpoznawanych przez
przeciwcialo LM6. Natomiast obecnosci domen strukturalnych rozpoznawanych przez
przeciwciato JIM14 odnotowano w $ladowych ilosciach. Analiza detekcji powyzszych
komponentoéw $ciany komorkowej wykazata, ze ich rozmieszczenie przebiegalo wedlug
schematu porownywalnego dla wszystkich genotypow. Reakcje kontrolne do powyz-
szych analiz, wykonane z pomini¢ciem etapu inkubacji z przeciwcialem pierwotnym,
wykazaty brak znakowania komorek zalgzka, co $wiadczy o poprawnym wykonaniu
analiz immunocytochemicznych.

Epitopy charakterystyczne dla pektyn zlokalizowano przy pomocy przeciwciata LM6.
W zalgzkach przed wylozeniem na pozywki regeneracyjne wyrazne znakowanie
obserwowano gtownie w $Scianie komorkowej woreczka zalagzkowego oraz nieco stabsze
w $cianach komorek nucellusa sasiadujacych z biegunem mikropylarnym. W pozostatych
komorkach nucellusa, ostonek i podstawy zalazka odnotowano stabsze, lecz rownomierne
znakowanie. W miar¢ inicjacji i rozwoju prazarodka (7, 9, 14 dzien kultury) obecno$¢
epitpéw polisacharydowych wokot woreczka zalazkowego zanikala, utrzymujac nieco
wyzszy poziom znakowania w cze$ci mikropylarnej nucellusa. Ponadto, widoczne
sygnaly wskazujace na obecno$¢ AGP zawierajacych epitopy reagujagce z LM6
odnotowano w formujacych si¢ §cianach dwu- i trzykomoérkowego prazarodka.

W przypadku lokalizacji epitopéw charakterystycznych dla polisacharydowej czgsci
proteoglikanow AGP rozpoznawanych przez przeciwciato JIM14 w zalgzkach przed
wylozeniem na pozywki regeneracyjne wyrazne znakowanie obserwowano w §cianie
komoérkowej woreczka zalazkowego oraz Scianach komorek nucellusa sgsiadujacych
z biegunem mikropylarnym. W pozostalych komoérkach nie stwierdzono znakowania
powyzszych epitopéw. W kolejnych dniach prowadzenia inicjacji regeneracji obecnosé
epitopow polisacharydowych wokot woreczka zalagzkowego zanikata, utrzymujac niski
poziom znakowania w komdrkach kolumnowych kanatu mikropylarnego.

Z powyzszych wzgledow uznano, iz obecnos¢ i lokalizacja okreslonych domen cukro-
wych moze miec istotny wptyw na proces embriogenezy gametycznej buraka cukrowego,
co wymaga potwierdzenia wicksza liczba obserwacji w toku kolejnych badan.
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Analiza czynnikow genetycznych zwigzanych
z przywracaniem ptodnosci roslin buraka ¢wiktowego

Analysis of genetic factors linked to fertility restoration in table beet

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylno$¢, genotypowanie, geny restorerowe, markery
molekularne

TEMAT BADAWCZY 1: UZYSKANIE POPULACII MAPUJACYCH TYPU BCl1

Cele tematu

Uzyskanie segregujacych populacji do mapowania genow przywracajacych plodnosé

Opis wynikéw

Badany material roslinny stanowily cztery kwitngce potomstwa wywodzace si¢
z oryginalnego krzyzowania 4357A x BS. Uprawe prowadzono w polu z wysadkow
uzyskanych w roku ubieglym. W czasie kwitnienia ro$lin wizualnie sprawdzano u nich
obecnos¢ pylku. Dla kazdej rosliny obserwacje poczyniono minimum dwukrotnie
w roéznych terminach. Wizualna ocena plodnosci byla weryfikowana poprzez
mikroskopowg analize zywotno$ci pylku. Pomimo, iz wszystkie badane obiekty
segregowaly na rosliny meskosterylne i meskoptodne, w $wietle analizy Zzywotnosci
pytku oczekiwane rozszczepienie (1:1) uzyskano tylko dla jednej populacji.
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Whioski
— Segregacja fenotypowa tylko jednej z badanych populacji gwarantuje jej uzytecznosé
w analizie genow restorerowych.

TEMAT BADAWCZY 2: GENOTYPOWANIE SEGREGUJACYCH POPULACII
MAPUJACYCH PRZY ZASTOSOWANIU METODY GBS

Cele tematu
Masowa identyfikacja polimorfizméw GBS u ro$lin rézniacych si¢ statusem ptodnosci
Opis wynikéw
Genotypowaniu poddano dwie populacje z cytoplazma S i segregacja pod wzgledem
fenotypu ptodnosci — 506 oraz 740. Analiza ta byla wykonywana w ramach ustugi
zleconej firmie Novogene (Chiny). Biblioteki przygotowano z uzyciem restryktazy
ApeKI. Do sekwencjonowania wysokoprzepustowego wykorzystano platforme firmy
Illumina. Zastosowano wariant sekwencjonowania ze sparowanymi koncami i 150
cyklami syntezy (PE150). Dlugo$¢ odczytanych sekwencji wahata si¢ od ok. 300 do ok.
550 Mb dla pojedynczej rosliny. Wskazniki Q20 i Q30 wyniosty odpowiednio 96 i 91%,
a udziat par GC 36-37%.
Whioski
— Dla obydwu badanych populacji uzyskano wystarczajagca ilo$¢ danych
sekwencyjnych. Przy zalozeniu, iz w genomie buraka sekwencje unikalne stanowig
ok. 37% (210 Mb, Dohm i in., 2014), ich przeci¢tne pokrycie u pojedynczej rosliny
wyniosto ok. 1,4-2,6x.
— Wysoki procent nukleotydéw osiggajacych wskazniki jakosci Q20 i Q30 gwarantuje
przydatno$¢ otrzymanych danych sekwencyjnych dla analiz bioinformatycznych
zmierzajacych do identyfikacji polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP).

TEMAT BADAWCZY 3: ANALIZA BIOINFORMATYCZNA DANYCH SEKWENCYJNYCH

Cele tematu

Okreslenie genomowej lokalizacji zidentyfikowanych markerow GBS i1 genow
restorerowych

Opis wynikéw

Analizom poddawano dane sekwencyjne wygenerowane w biezacym roku dla popu-
lacji 506 oraz 740. Przefiltrowane odczyty sekwencyjne byly mapowane do sekwencji
genomu referencyjnego (AYZS00000000.2) — $redni odsetek zmapowanych odczytow
wyniost 96,4%. Srednio 12,3% genomu referencyjnego bylo pokryte odczytami
sekwencyjnymi (wykazywalo pokrycie przynajmniej 1x). W wyniku mapowania
odczytow do genomu referencyjnego zidentyfikowano ok. 1,6 min polimorfizmow
sekwencyjnych, ktore nastgpnie poddawano kilkustopniowej filtracji. Obejmowata ona
kolejno selekcje markeréw: biallelicznych o wysokiej jakos$ci, z maksymalnie pigcioma
nicokre$§lonymi genotypami, o genotypach odpowiadajacych charakterowi badanej
populacji, o wlasciwej segregacji oraz oddalonych od siebie o wigcej niz 10 kb.
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W rezultacie do mapowania genetycznego wykorzystano ok. 2 200 markeréw z populacji
506 oraz ok. 1000 markerow z populacji 740. Uzyskano dziewig¢¢ grup sprzezen
odpowiadajgcych dziewigciu chromosomom buraka. W przypadku populacji 506
catkowita dlugos¢ mapy wynosita 577,2 cM ze $rednia dlugosciag pojedynczej grupy
sprzezen wynoszaca 64,1 cM. Gen restorerowy wraz z 61 markerami GBS zmapowat si¢
na chromosomie 3. Najblizszy restorerowi marker GBS zmapowal si¢ w odlegtosci
1,7cM. W przypadku populacji 740 calkowita dlugos¢ mapy wynosita 526,1 cM
ze $rednig dtugoscia pojedynczej grupy sprzezen wynoszaca 58,5 cM. W utworzonych
grupach sprzezen nie odnotowano obecnosci restorera.
Whioski
— Przy wykorzystaniu technologii GBS otrzymano dane sekwencyjne, ktore pozwolity
na bardzo wydajng identyfikacj¢ markerow i uzyskanie — przynajmniej lokalnie —
wysoko wysyconych map genetycznych. Dzigki dostepnosci sekwencji referencyjnej
okreslono chromosomowg lokalizacj¢ zidentyfikowanych grup sprzezen.
— Restorer z populacji 506 zmapowal si¢ w obrgbie chromosomu 3, co wskazuje, iz jest
nim gen X (Rf7) Owena.

TEMAT BADAWCZY 4: KONWERSJA POLIMORFIZMOW SPRZEZONYCH Z GENAMI
RESTOREROWYMI W MARKERY TYPU SCAR, CAPS I TETRA-PRIMER ARMS-PCR

Cele tematu
Opracowanie markeréw PCR do wnioskowania o obecno$ci alleli restorerowych
Opis wynikéw
Badany material roslinny stanowily cztery populacje segregujace pod wzgledem
fenotypu ptodno$ci. Analiza wstepna byla prowadzona na 10 roslinach
(5 megskoptodnych i 5 mgskosterylnych). Markery kosegregujace z fenotypem byly uzyte
do genotypowania catych populacji. Wykorzystywane markery reprezentowaty typy
CAPS 1 SCAR. Projektowanie markeréw CAPS zautomatyzowano stosujagc napisany
w toku niniejszych prac program VCF2CAPS (Wesotowski). W trzech populacjach
testowane markery kosegregowaty fenotypem na poziomie do ok. 80%. Byty to markery
dla genu X (Rf1) (rys. 1). W jednej z analizowanych populacji testowane markery
najczesciej nie wykazywaty polimorfizmu.
Whioski
— Markery CAPS projektowano na bazie zidentyfikowanych uprzednio markerow GBS.
Do tego celu wykorzystano autorski program VCF2CAPS (Wesotowski)
umozliwiajagcy masowg konwersje wykrytych technikami NGS polimorfizmow
sekwencyjnych w markery CAPS.
— W trzech populacjach z fenotypem kosegregowaly markery z chromosomu 3,
co potwierdza/wskazuje na wystepowanie w nich restorera X/RfI. Wartosé
kosegregacji wynosita $rednio ok. 80%.
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Rys. 1. Profile siedmiu markerow genu X (Rf7) u wybranych roslin z populacji 398. Czerwona czcionka
— ro$liny meskosterylne, zielona czcionka — ro$liny meskoptodne. M — wzorzec wielkosci
fragmentow DNA
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TEMAT BADAWCZY 5: ANALIZA NIEROWNOWAGI SPRZEZEN — GENOTYPOWANIE
ZESTAWU MESKOSTERYLNYCH OBIEKTOW HODOWLANYCH PRZY
ZASTOSOWANIU OPRACOWANYCH MARKEROW PCR

Cele tematu

Okreslenie, czy genotypy loci restorerowych wykazuja zalezno$¢ od genotypow
w wybranych loci markerowych

Opis wynikéw

Badany material roslinny stanowita kolekcja 12 linii meskosterylnych, testowano po
10 roslin kazdej z linii. Poddano je genotypowaniu czterema markerami dla genu X (Rf7)
i dwoma markerami dla genu Z (Rf2). Markery te reprezentowaty typy CAPS i SCAR.
W badanym zestawie linii mg¢skosterylnych markery dla genu Z/Rf2 (ppr681/Hpall
i ppr821/FspBl) byly monomorficzne. Sposrod przetestowanych markerow dla genu
X/Rfl dwa (Rfl Mors, Rfl-se3/4pol) cechowala dominacja jednego profilu
elektroforetycznego — w obrebie osmiu (Rfl _Mors) / dziewigciu (Rf1-se3/4pol) linii byt
on obserwowany u wszystkich badanych roslin. Pozostale dwa markery dla genu X/Rf1
cechowata wyrazna segregacja mi¢dzy- i wewnatrz obiektowa obserwowanych profili
elektroforetycznych.

Whioski
— Dane wskazujace na istnienie nier6wnowagi sprzezen pomiedzy allelami /oci

markerowych oraz allelem w locus restorera uzyskano dla obydwu markeréw genu Z

(Rf2) 1 dwoch (sposrod czterech testowanych) markerow genu X (Rf7).
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Doskonalenie ogorka (Cucumis sativus L.)
pod wzgledem odpornosci na kanciastg plamistos¢

Improvement of cucumber (Cucumis sativus L.) in terms of angular leaf spot
resistance

Stowa kluczowe: Cucumis sativus L., P. syringae pv. lachrymans, resistance, QTL, RNA-seq

CEL ZADANIA

Celem badan w 2018 roku byta konstrukcja ulepszonej mapy genetycznej ogorka i jej
zageszczenie w rejonach loci odpornosci na kanciasta plamistos¢. Opracowano zestaw
nowych markeréw PCR i SSR, a nastegpnie wykorzystano je do genotypowania populacji
mapujacej Gyl4xB10. Przeprowadzono bioinformatyczng analiz¢ funkcjonalng genow
ulegajacych zréznicowanej ekspresji po zainfekowaniu roslin ogorka P. syringae pv.
lachrymans 1 wykonano analiz¢ ekspresji Real-Time PCR dla wybranych genow.

WYNIKI

Wykorzystujac skonstruowang dla populacji mapujacej Gy14xB10 mape genetyczng
i sekwencje markerow flankujacych /Joci odpornosci na kanciastg plamisto$¢ oraz
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dostepnos¢ sekwencji genoméw linii rodzicielskich zidentyfikowano rejon genomu
ogorka zawierajacy gtowny psl odpornosci psl5.1. W przypadku genomu wrazliwej linii
B10 zidentyfikowano ciggla sekwencje odpowiadajgca psl5.1 o dlugosci 895 kpz, zas
u linii odpornej Gyl4 zidentyfikowano kontigi sekwencyjne reprezentujace ten rejon.
W wyniku przyrownania wskazano insercje-delecje rdznicujace te linie. Sposrod roznic
zidentyfikowanych in silico, dla 30 indeli uzyskano wydajng amplifikacj¢ PCR,
polimorficzne na liniach rodzicielskich byty 24 markery, a w obrgbie 8 linii RIL 23
markery. Ostatecznie 19 markerow segregowato zgodnie z oczekiwaniami 1:1 na catej
populacji mapujacej, co potwierdzito ich przydatno$¢ do mapowania.

Skonstruowano ulepszong mape genetyczng dla populacji mapujacej Gyl14xB10,
sktadajaca si¢ z 7 grup sprzezen odpowiadajacych chromosomom ogoérka. Catkowita
dlugo$¢ mapy wyniosta 599,9 cM. Lacznie na mape¢ naniesiono 717 markeréw SSR
1 DArTseq, z czego 123 markery na chromosomie 5 ogdrka, a srednia odlegto$cig migdzy
markerami wyniosta 0,84 cM. Na podstawie oceny obecnosci chlorotycznego halo wokot
uszkodzen chorobowych na lisciach zmapowano gen ps/ na chromosomie 5 w pozycji
2,0 cM i dwa loci QTL zwigzane z iloSciowym nasileniem objawow ps/ 5.1 1 psi5.2. Gen
psl ulokowal si¢ w obrebie locus psl5.1 (Stomnicka i in., 2018). Podj¢to probe
zageszczenia mapy w obrgbie /oci odpornosci na kanciastg plamisto$¢, wykorzystujac
nowe markery. Finalnie na mape¢ naniesiono 13 markerow, ktore zageScily gtownie
obszar wokot genu psl 1 locus psl5.1. Zageszczanie mapy genetycznej spowodowato
jednak jej rozciagnigcie i nie udato si¢ zawezi¢ regionu genomu zwigzanego z odpor-
nos$cig na kanciastg plamisto$¢. Markerami najblizej sprzezonymi z /oci odpornosci byty
markery: UW085415, 16327616, IS 16325300, IS 163266931 P066_SSR. Markery te
moga w przysztosci znalez¢ zastosowanie w hodowli ogorka, gdzie Zzroédlem odpornosci
jest linia Gy14 lub linie hodowlane wywodzace si¢ z tej linii.

W wyniku sekwencjonowania RNA-seq uzyskano profile transkrypcyjne dla linii
Gyl4 i B10 w trzech punktach czasowych: przed inokulacjg oraz dzien i trzy dni
po inokulacji (0, 1 i 3 dpi) a nastgpnie zidentyfikowano geny ulegajace zréznicowanej
ekspresji w pierwszych stadiach kanciastej plamistosci. Stwierdzono, ze znacznie wigcej
gendéw ulegato zmianom ekspresji w przypadku linii odpornej Gyl4 (4268 genow
w pierwszym dniu i 4654 w trzecim dniu po infekcji) w porownaniu z linig podatng B10
(0 40% mniej gendow w 1 dniu i o 15% mniej w 3 dniu po infekcji). Sugeruje to bardziej
ztozong odpowiedz obronng linii odpornej na porazenie P. syringae pv. lachrymans
w poréwnaniu z linig podatng. Dla genow ulegajgcych zréznicowanej ekspresji wykonano
analizy funkcjonalne. Stwierdzono, ze najwigksza grupe stanowig geny zwigzane
z procesami metabolicznymi i komodrkowymi, kodujace bialka o wlasciwosciach
katalitycznych i posiadajacych zdolno$¢ wigzania kofaktorow (Olczak-Woltman i in.,
2018). Dla wybranych genow ulegajacych zréznicowanej ekspresji wykonano analizy
BLAST i wykazano, ze ich produkty moga by¢ zaangazowane w biosyntez¢ hormonow
ros$linnych, reakcje obronne i inne procesy. Dla 30 wybranych genow wykonano analizy
Real-Time PCR, ktore potwierdzity zréznicowang eckspresje¢ genow w pierwszych
stadiach kanciastej plamistosci. Badane geny prezentowaly rézne profile ekspresji,
co pozwala wskaza¢ niektore z nich jako potencjalne markery ekspresyjne stresu
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biotycznego u ogorka. Jako gen kandydacki markera wczesnej reakcji ogorka na stres
mozna wskaza¢ gen kodujacy biatko dehydrynowe DHN19, ktorego ekspresja wzrastata
w pierwszym, a spadala w trzecim dniu po inokulacji. Geny kodujace biatka PR-1 i PR-4
zwigzane z patogeneza mozna wskaza¢ jako geny kandydackie markerow poznej
odpowiedzi na stres biotyczny, gdyz ich ekspresja przed inokulacja i jeden dzien
po inokulacji byla bliska zeru, natomiast dynamicznie wzrastala w trzecim dniu
po inokulacji.

WNIOSKI

1. Dostepnos$¢ sekwencji genomoéw linii Gyl4 i B10 ogorka umozliwia identyfikacje
nowych markeréw molekularnych w rejonie /oci odpornosci na kanciastg plamistosc.

2. Wszystkie zidentyfikowane w populacji mapujacej Gyl4xB10 /loci odpornosci
na kanciastg plamisto$§¢ zmapowano w tym samym rejonie genomu ogorka —
na gérnym ramieniu chromosomu 5.

3. Zidentyfikowane markery sprzezone z /oci odporno$ci na kanciastg plamisto$¢ moga
znalez¢ potencjalne zastosowanie w hodowli ogorka, gdzie zrodtem odpornosci jest
linia Gy14 lub wyprowadzone z niej linie hodowlane.

4. Analizy funkcjonalne wykonane dla genéw ogorka ulegajacych zrdznicowanej
ekspresji we wezesnych etapach przebiegu kanciastej plamistosci pokazaly, ze wsrod
tych gendw najliczniejsza jest grupa genow kodujgcych biatka zwigzane z procesami
metabolicznymi i komorkowymi o wlasciwosciach katalitycznych.

5. Geny kodujace dehydryng DHN19 i biatka zwigzane z patogeneza PR-1 i PR4 sa
interesujacymi genami kandydackimi na markery ekspresyjne stresu u ogorka.
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Opracowanie genetycznych, fizjologicznych
1 biochemicznych podstaw tolerancji ogorka na stres
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Development of genetic, physiological and biochemical basis of cucumber tolerance
to water deficit stress
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Celem podjetego tematu jest 1) identyfikacja genotypoéw ogorka tolerancyjnych
na niedobor wody, 2) wyjasnienie genetycznych i fizjologiczno-biochemicznych
czynnikéw odpowiedzialnych za t¢ ceche oraz 3) analizy zmian transkryptomow
tolerancyjnych 1iwrazliwych linii ogérka metoda macierzy ekspresyjnych, ktore
umozliwig poznanie mechanizméw molekularnych zawiadujgcych tolerancja tego
gatunku na niedobdr wody.

Celem badan prowadzonych w roku 2018 bylo poréwnanie cech morfologicznych
roslin, w tym wielkos$ci systemow korzeniowych, wybranych linii ogorka uprawianych
w warunkach stresu suszy oraz optymalnej wilgotnosci gleby oraz okreslenie
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mechanizmu dziedziczenia tolerancji ogorka na stres deficytu wody w fazie kietkowania
nasion.

WYNIKI

Analiza zeskanowanych systeméw korzeniowych 11 linii ogérka w fazie rozsady
rosnagcych w ryzoboksach w warunkach suszy glebowej oraz optymalnego nawadniania
wykazata roznice w dhlugosci korzeni pomigdzy badanymi obiektami. Niezaleznie
od zadanego poziomu nawodnienia najwigksza dtugosciag korzenia charakteryzowata si¢
linia SU 9. Podobnie jak w roku poprzednim niedobdr wody stymulowat wzrost korzeni
u linii PW 2, ktorej dlugo$¢ korzenia byta wigksza wzgledem kontroli o 25%, co moze
wskazywac na jej wyzszy poziom tolerancji na stres suszy. Po szes$ciu tygodniach badan
dokonano pomiarow wysokos$ci roslin, powierzchni liscia, $wiezej masy korzenia i masy
czg¢sci nadziemnej roslin. Zanotowano duze zrdznicowanie pomigdzy liniami pod
wzgledem ocenianych cech morfologicznych. W warunkach kontrolnych najwigksza
masg czg¢sci nadziemnej i korzenia oraz najwigksza wysokos$cia rosliny charakteryzowata
si¢ linia SU 9. Natomiast najwigksza powierzchni¢ liscia stwierdzono u linii SU 7 przy
jednoczes$nie najmniejszej wysokosci rosliny. Najwigkszg srednig redukcje w warunkach
deficytu wody obserwowano dla masy czeSci nadziemnej (47%), nastgpnie dla masy
korzenia (42%), powierzchni liscia (33%), a najmniejsza dla wysokosci roslin (37%).
Najwigksze straty wszystkich ocenianych parametrow morfologicznych zanotowano
u linii SU 5, a najmniejsze u PW 2. Nalezy zaznaczy¢, ze wysoko$¢ roélin u linii SU 7
wzrosta w warunkach stresu suszy o 15% wzglgdem kontroli, natomiast u linii PW 2
pozostala na poziomie roslin optymalnie nawadnianych. Najmniejszg redukcje masy
czgsci nadziemnej oraz powierzchni lisScia zanotowano u linii PW 2, natomiast
najmniejszg strat¢ masy korzenia wzgledem kontroli stwierdzono u linii B 3.

Celem kolejnego zadania badawczego realizowanego w ramach niniejszego tematu
byta charakterystyka tta genetycznego tolerancji ogorka na niedobdr wody w fazie
kietkowania nasion. Materiat do badan stanowily nasiona dwoch komponentow
rodzicielskich: linii B3 (P;) o bardzo dobrej zdolno$ci kietkowania w warunkach
deficytu wody i niekielkujacej w stresie suszy linii SU 6 (P,) oraz ich populacje
mieszancowe: Fi, RF;, F,, Bc,P;, BciP,. Najlepsza zdolnoscia kietkowania w warunkach
stresu suszy fizjologicznej wywotanego 18% PEG charakteryzowala si¢ linia B 3, ktora
skietkowata w 80% w pierwszej dobie trwania testu, osiggajac 100% w drugiej dobie.
Natomiat drugi komponent rodzicielski SU 6 odznaczyl si¢ najstabsza energia
kietkowania osiggajac 21% w 7 dobie. Sposrdéd badanych populacji mieszancowych
bardzo dobrg zdolnos$cig kietkowania charakteryzowato si¢ pokolenie F; i Bc;P; kietkujac
w drugiej dobie odpowiednio w 100 i 95%. Podobng energiag kietkowania (54%)
do drugiej doby odznaczyty si¢ populacje RF; i F, osiagajac w 7 dobie odpowiednio 100
1 83%. Najstabsza dynamike kietkowania obserwowano w pokoleniu Bc,P,, ktore
skielkowato w 43 i 78% odpowiednio w drugiej 1 siddmej dobie. Zaobserwowano takze
istotne roznice pomiedzy poszczegdlnymi populacjami pod wzgledem wskaznika DTG
okreslajacego $redni czas kielkowania nasion. Najkorzystniejszym, czyli najnizszym
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parametrem DTG charakteryzowata si¢ odporna linia rodzicielska B3 (DTG = 1,2).
Na drugim miejscu uplasowaly sie pokolenia Bc;P; i1 F;, ktérych wartosci DTG
(odpowiednio 1,4 i1 1,5) nie roznity si¢ istotnie od linii B 3. W nastepnej kolejnosci byto
pokolenie F, z s$rednim czasem kietkowania wynoszacym 2,0. Podobne wartosci
parametru DTG (odpowiednio 2,5 i 2,6) zanotowano dla populacji Bc,P, oraz RF;.
Natomiast najwyzszy wskaznik DTG = 5,8 zaobserwowano u linii SU 6. Na podstawie
energii i sity kietkowania badanych populacji w warunkach stresu suszy wyodrebniono
3 grupy genotypow: tolerancyjne (kietkujace w dwoch pierwszych dobach, tak jak
odporna linia rodzicielska B 3), $rednio tolerancyjne (kietkujace od 3 do 7 doby) oraz
wrazliwe (niekietkujagce w trakcie trwania doswiadczenia). W pokoleniu F, i BcP,
obserwowano 3 grupy genotypow: tolerancyjne, $rednio tolerancyjne oraz wrazliwe.
Natomiast osobniki populacji RF, i Bc,P, segregowaty na dwie grupy: tolerancyjne oraz
srednio tolerancyjne. Najmniejszg zmiennoscig charakteryzowata si¢ populacja Fi,
w ktorej obserwowano tylko fenotypy tolerancyjne. Na podstawie uzyskanych wynikow
przeprowadzono analiz¢ genetyczng dziedziczenia cechy tolerancji ogérka na deficyt
wody w fazie kietkowania dla modelu dziedziczenia jedno-, dwu- i trzygenowego.
Rozktad fenotypow w poszczegdlnych pokoleniach istotnie odbiegat od teoretycznego, co
zostato potwierdzone testem chi’ i wskazuje, ze badana cecha warunkowana jest
poligenicznie. Nastgpnie zbadano, czy w dziedziczeniu zdolnosci kietkowania nasion
w warunkach deficytu wody istotng rol¢ odgrywaja niealleliczne interakcje genowe.
Przeprowadzona w tym celu analiza populacji F, z zastosowaniem testu chi’ wykazata
istnienie epistazy dominujacej irecesywnej z teoretyczng segregacja osobnikow 13:3
(13/16 tolerancyjnych i $rednio tolerancyjnych — kietkujacych w ciggu 7 dni i 3/16
wrazliwych — niekietkujacych) dla wartosci chi® = 0,39 przy P = 0,53. Stosunek
segregujacych osobnikow w populacji BcP, do rodzica wrazliwego SU 6 wynosit 3:1
(3/4 tolerancyjnych i $redniotolerancyjnych, 1/4 osobnikéw wrazliwych) dla wartosci chi®
=0,71 przy P = 0,40 i potwierdzit, ze zdolnos¢ kietkowania nasion ogérka w stresie suszy
warunkowana jest wspotdziataniem dwoch genow o charakterze epistazy dominujacej
1 recesywne;.

WNIOSKI

1. Obserwowano duze zroznicowanie pomi¢dzy badanymi liniami ogorka w fazie
rozsady pod wzgledem wigkszosci analizowanych parametrow morfologicznych,
zarbwno w warunkach optymalnego zaopatrzenia w wode, jak i w warunkach
deficytu wody.

2. Niedobor wody ograniczyl wzrost i rozw6j roslin ogorka, co znalazio
odzwierciedlenie w redukcji wszystkich ocenianych parametréw morfologicznych.
Najsilniej zostata obnizona masa cz¢$ci nadziemnej, a najmniej — wysoko$¢ roslin.

3. Najmniejsza redukcje masy cze$ci nadziemnej oraz powierzchni liScia zanotowano
ulinii PW 2, natomiast najmniejsza strat¢ masy korzenia wzgledem kontroli
stwierdzono u linii B 3. Ponadto niedobor wody stymulowat wzrost korzeni o 25%
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wzgledem kontroli u linii PW 2, co moze wskazywaé na wyzszy poziom tolerancji
tych linii na stres wodny.

Przeprowadzona analiza genetyczna dla skrzyzowania linii B 3 i SU 6 wykazata, ze
zdolnos¢ kietkowania nasion w warunkach deficytu wody warunkowana jest
czynnikami nieallelicznymi, o czym $§wiadczy istnienie epistazy dominujacej
irecesywnej z segregacja osobnikow zgodna z teoretycznym rozktadem
13 tolerancyjnych i $rednio tolerancyjnych: 3 wrazliwych.
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Analiza wptywu hipoksji na zwigkszenie tolerancji
na stresy u pomidora (Lycopersicon esculentum L.)
1 ogorka (Cucumis sativus L.)

Analysis of the effects of exposure to hypoxia on increase stress tolerance at tomato
(Lycopersicon esculentum L.) and cucumber (Cucumis sativus L.)

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

CEL BADAN

W hodowli roslin znany jest proces wzbudzania odpornosci roslin poprzez dziatanie
czynnikiem stresowym o umiarkowanej intensywnosci. Celem zadania badawczego jest
zastosowanie stresu obnizonego st¢zenia tlenu w glebie (hipoksji) w stadium rozsady
do uaktywnienia mechanizméw odpornosci (tolerancji) na czynniki $rodowiskowe
u pomidora i ogérka. W 2018 roku zrealizowano dwa tematy badawcze, tj. (1) Analiza
genetycznych, biochemicznych 1 fizjologicznych podstaw odpowiedzi ro6znych
genotypow pomidora i ogorka na hipoksje, (2) Ocena efektywnosci dziatania stresu
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hipoksji w stadium siewki na zwigkszenie odpornosci roslin na stres obnizonego st¢zenia
tlenu w glebie. Celem podjetych badan byta ocena wplywu hipoksji w obrgbie systemu
korzeniowego pomidora i ogdérka na morfologi¢ roslin, na aktywno$¢ wybranych
zwigzkéw o charakterze antyoksydacyjnym i aktywnos¢ fotosyntetyczng, na akumulacje
fitohormondéw (auksyn, cytokinin, kwasu abscysynowego i prekursora etylenu — ACC),
ekspresje genow 1 wybranych biatek. Ponadto cel badan stanowito poréwnanie dynamiki
wzrostu ro$lin oraz wielkosSci i jako$ci plonu owocow pomidora i ogorka traktowanych
i nietraktowanych stresem hipoksji w fazie rozsady.

MATERIAL I BADANIA

Obiektami badan byly 2 genotypy pomidora oraz 2 linie DH ogorka. Rosliny
po osiagnieciu stadium 2—4 lisci wtasciwych podzielono na 3 grupy roslin:
1. pierwsza grupa (kontrolna) uprawiana byta bez zastosowania warunkoéw stresowych,
2. druga grupa (oznaczona jako 1xH) =zostala potraktowana stresem obnizonej
zawartosci tlenu w obrebie systemu korzeniowego poprzez zalanie wielodoniczek
woda przez okres 7 dni,
3. 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.

WYNIKI BADAN

Wyniki dotyczace oceny cech morfologicznych badanych obiektow pomidora i ogorka
wskazujg na zroznicowang odpowiedZz genotypow na stres zalania. Wykazano
zroznicowanie mi¢dzygenotypowe oraz mi¢dzygatunkowe. U pomidora siedmiodniowy
stres zalania spowodowal wolniejszy przyrost roslin genotypu wrazliwego na stres
ograniczonego dostepu tlenu. Z kolei u badanych linii DH ogdrka na skutek 7 dni stresu
nie wykazano zréznicowania w wysokosci roslin kontrolnych i roslinami poddanymi
stresowi zalania. Roznice w wysokosciach roslin ogorka zaobserwowano dopiero po 28
dniach trwania do§wiadczenia, gdzie wysokos¢ roslin potraktowanych podwdjnie stresem
hipoksji byla znacznie nizsza w stosunku do roslin kontrolnych. Swieza masa czesci
nadziemnej roslin badanych genotypow pomidora i ogorka zwigkszata si¢ wraz czasem
trwania doswiadczenia. W przypadku obiektow wrazliwych na stres zalania, stwierdzono
wiekszg mase roslin nietraktowanych stresem w poroéwnaniu do roslin zalanych przez
okres 7 dni. Zaobserwowano tworzenie si¢ korzeni bocznych zarowno u pomidora, jak
iogorka u roslin poddanych stresowi zalania. U pomidora wigcej korzeni bocznych
zaobserwowano u genotypu okreslonego jako wrazliwy, natomiast w przypadku ogorka
u genotypu tolerancyjnego na stres hipoks;ji.

Na podstawie analizy zawarto$ci dwoch zwigzkéw o charakterze antyoksydacyjnym,
tj. kwasu askorbinowego i glutationu stwierdzono, ze zastosowane warunki hipoksji
wplywajg na zmiany w uktadzie antyoksydacyjnym roslin pomidora i ogorka. Zawartos¢
glutationu zmienita si¢ u roslin tolerancyjnych na stres zalania poddanych dwukrotnie
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stresowi, tj. wzrosla u pomidora, a zmniejszyta si¢ u ogorka, co wskazuje to wyraznie
na odmienne reakcje ros$lin o wyzszej i nizszej wrazliwoSci na stres hipoksji.
W przypadku badanych genotypéw ogorka i pomidora nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zmian w zawarto$ci kwasu askorbinowego.

W wyniku analizy fitohormonéw u pomidora stwierdzono dwukrotnie wyzsza
zawartos¢ auksyn (IAA i IBA) w liSciach pomidora wrazliwego na hipoksje. Sposrod
wolnych cytokinin najwicksza akumulacje w lisSciach wykazata cis-zeatyna (c-ZEA).
U obydwu genotypow pomidora zaobserwowano akumulacje ABA w liSciach po 48
godzinach od zalania ro$lin jednokrotnie. W efekcie drugiego zalania po 48 godzinach
stwierdzono najnizszg zwarto$¢ ABA, ale tylko u genotypu tolerancyjnego na hipoksje.
Wzrost poziomu ACC w lisciach stwierdzono po 24 godzinach od pierwszego zalania
ro$lin u genotypu tolerancyjnego na stres zalania.

W oparciu o immunodetekcj¢ wybranych biatek w warunkach hipoksji w korzeniach
pomidora stwierdzono obecno$¢ dehydrogenazy alkoholowej (ADH) wylacznie u roslin
traktowanych stresem hipoksji. Wyzszg akumulacje ADH zarejestrowano u wrazliwego
na stres hipoksji obiektu, a powtdrna hipoksja nie zintensyfikowata akumulacji ADH.
Z kolei tolerancyjny na hipoksje¢ obiekt pomidora cechowala nizsza akumulacja biatka
Rap2.12 stanowiacego czynnik transkrypcyjny biorgcy udzial w aktywacji ekspres;ji
genoéw odgrywajacych kluczows role w aklimatyzacji roslin na stres hipoks;ji.

Zsekwencjonowanie transkryptoméw zwigzanych zregulacjg ekspresji gendow
(mikroRNA) aktywowanych pod wptywem hipoksji u dwoch obiektow pomidora
pozwolita zidentyfikowac¢ od 258 do 314 czasteczek miRNA, z czego tylko 95 byty to
czgsteczki miRNA opisane w bazie MiRBase dla pomidora. Szczegdétowa analiza
pozioméw ekspresji miRNA pozwolita wskaza¢ czasteczki miRNA specyficzne
dla obiektu tolerancyjnego na hipoksje oraz wrazliwego genotypu. Stwierdzono wigksza
liczbe miRNA o zroznicowanej ekspresji dla roslin poddanych dwukrotnemu zalaniu.
Wsréd transkryptow regulowanych przez czasteczki miRNA zidentyfikowano transkrypty
kodujace biatka zwigzane z mechanizmami odpowiedzi na stres hipoksji.

Analiza poziomu ekspres;ji transkryptow zidentyfikowanych in silico u dwoch geno-
typow ogorka w warunkach hipoksji wykazata roznice w ekspresji badanych gendéw
pomiedzy ro$linami nietraktowanymi a traktowanymi stresem hipoksji. Stwierdzono
rowniez réznice we wzglgdnym poziomie ekspresji genéw miedzy badanymi liniami DH
ogorka. Genotyp wrazliwy ogdrka charakteryzowal si¢ zwigkszong aktywnoS$cig genu
dehydrogenazy alkoholowej zwigzanej z przeksztalceniem aldehydu do etanolu, przy
jednoczesnej oksydacji NADH do NAD'. Na podstawie analizy ekspresji genu
kodujacego dlugotancuchowg syntaze acylo-CoA (lacs) mozna wnioskowaé, ze linia
ogoérka toleranycjna na stres hipoksji uruchamia intensywnie mechanizmy zwigzane
z aktywnoscig systemu antyoksydacjnego. Stwierdzono rdéznice w poziomie ekspresji
genu oksydazy 1-aminocyklopropano-1-karboksylanu (aco) w odpowiedzi na stres
hipoksji u badanych linii ogorka wykazujacych si¢ przeciwstawng reakcja na ograniczony
dostep tlenu, co $wiadczy o zroéznicowanym mechanizmie zwigzanym z odpowiedzig
na ww. stres.
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W wyniku poréwnania dynamiki wzrostu roslin oraz wielkosci 1ijakosci plonu
owocow pomidora i ogorka traktowanych 1 nietraktowanych stresem hipoksji w stadium
rozsady stwierdzono zréznicowanie mig¢dzygenotypowe i miedzygatunkowe w odpo-
wiedzi na stres hipoksji u roslin pomidora i ogorka w fazie owocowania. Potraktowanie
roslin ogorka linii wrazliwej stresem hipoksji w fazie rozsady spowodowato uzyskanie
wigkszego plonu w poréwnaniu do roslin nietraktowanych stresem. Podwojny stres
hipoksji w fazie rozsady spowodowal zmniejszenie zawartosci kwasu askorbinowego
w owocach pomidora i zwigkszenie zawartosci cukrow rozpuszczalnych u linii ogorka
wrazliwej na badany stres.
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Badania cytologicznych 1 biochemicznych
mechanizmow odpornosci roslin w patosystemach
pomidor — Phytophthora infestans oraz ogorek —

Pseudoperonospora cubensis

Studies of cytological and biochemical mechanisms of plant resistance in the
pathosystems tomato — Phytophthora infestans and cucumber —
Pseudoperonospora cubensis

Stowa kluczowe: fitohormony, inhibitory biosyntezy etylenu, maczniak rzekomy, zaraza ziemniaka

Celem podjetego tematu jest wyjasnienie biochemicznych i molekularnych podstaw
odpornosci pomidora na Phytophthora infestans (Mont.) de Bary i ogoérka —
Pseudoperonospora cubensis [(Berk. et Curt.) Rostov.], sprawcy — odpowiednio —
zarazy ziemniaka oraz maczniaka rzekomego. Badania prowadzone w 2018 roku miaty
natomiast na celu: (i) okreSlenie zmian w poziomie ekspresji wybranych genow
kodujacych biatka zaangazowane w mechanizmy obronne u pomidora w odpowiedzi
na infekcje P. infestans, (ii) okreslenie roli etylenu w regulacji reakcji odpornosciowych
W procesie patogenezy i generowaniu reakcji odpornosciowych u ogoérka i pomidora,
przed i po infekcji patogenami, oraz (iii) zbadanie mozliwo$ci indukcji systemicznej
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odpornosci przy pomocy egzogennych fitohormondéw: jasmonian metylu (Me-JA), kwasu
salicylowego (SA) oraz kwasu DL-B-aminobutyrowego (BABA) w obu patosystemach.

WYNIKI

Analiza zmian w poziomie wzglednej ekspresji wybranych gendow zaangazowanych
w indukcje mechanizméw obronnych roslin pomidora przed patogenami, w tym: syntazy
kalozy (CalSyn), biatek zwigzanych z patogenezg (PR, ang. pathogenesis related, PRI,
PR2, PR3, PR5, PR6, PR7), markerow biosyntezy i transdukcji kwasu jasmonowego
(LOX2, AOS, AOC2, OPR3) i kwasu salicylowego (pAD4, cprl), oraz wakuolarnej
endoproteazy (VPE). Obiektem badan bylo 5 linii dzikich gatunkéw pomidora
zroznicowanych pod wzgledem reakcji na porazenie przez P. infestans: "WV 700/,
LA 1604, L 3708, LA 1033 oraz LA 722 (Nowakowska i in., 2014). Dynamike¢ zmian
ekspresji ww. gendw analizowano w komorkach liSci pomidora, przed i po inokulacji
roslin P. infestans w r6znych odstepach czasowych po: 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72 godzinach
od inokulacji (hpi). Zauwazono réznice w poziomie ekspresji wickszo$ci analizowanych
transkryptow w zaleznosci od poziomu odpornosci na P. infestans badanych linii.
Niezaleznie od badanego transkryptu bardzo zblizony wzor zmian ekspresji odnotowano
u linii LA 1604 i L 3708. U linii LA 1033 zaobserwowano wyrazng indukcje¢ ekspresji
genéw PR-1, PR-2 i PR-5 poczawszy od 2 lub 4 godziny po inokulacji. Podwyzszony
poziom ww. transkryptow zauwazono réwniez u podatnej linii LA 722, jednak
w odroznieniu od odpornej linii LA 1033 ich aktywacja nastgpowata znacznie pozniej,
bo dopiero po 72 hpi. Warto jednak doda¢, ze poziom ekspresji badanych transkryptow
w linii LA 722 byl wielokrotnie wyzszy w poréwnaniu z linia LA 1033. W przypadku
pozostatych linii odpornych (‘WV 700, L3708, LA 1604) poziom akumulacji ww.
transkryptow praktycznie nie zmieniat si¢ w odpowiedzi na porazenie przez P. infestans.
Podobne zaleznos$ci zaobserwowano w przypadku poziomu ekspresji genow zwigzanych
z biosyntezg kwasu salicylowego (p4D4, cprl). U trzech linii: WV 700, L 3708, LA 1604
zaobserwowano aktywacje transkryptu VPE juz w 4 godzinie po inokulacji, co moze
sugerowac na wystgpowanie reakcji nadwrazliwosci w tych liniach. Na uwagg zashuguje
rowniez podwyzszony poziom ekspresji genu kodujacego syntaze kalozy u linii LA 1033,
ktérego maksymalny poziom wystepowat w 48 hpi. U pozostatych linii pomidora poziom
akumulacji tego transkryptu nie ulegat wigkszym zmianom w odpowiedzi na inokulacje
roslin patogenem. Przeprowadzone w poprzednim roku dla pigciu populacji ogorka (trzy
odporne: ‘Ames 2354°, PI 197088, PI 330628, dwie podatne: PI 175695, ‘Coolgreen’)
analizy ekspresji wybranych genow: PAL, LiPOX, CalSyn, PRIb, PR2a, PR2b, PR3a,
PR3b, PRS5, PR7, MT2bL-1, LOX2, AOS, AOC2, OPR3, PDF1.2, pAD4, crpl, VPE
zwigzanych z reakcja na porazenie P. cubensis wykazaly, ze w genotypach podatnych
(PI1 175695, ‘Coolgreen’) do aktywacji badanych genow dochodzito po 36 hpi, natomiast
w liniach odpornych: ‘Ames 2354°, P1 197088, PI 330628 ich akumulacja nastgpowala
wczesniej, bo juz w 8 hpi. Szczegdlnie wyraznie ten trend byl obserwowany dla trans-
kryptow PR2, PR3 i PR5. Nalezy jednak doda¢, ze podobnie jak w przypadku podatnej
linii pomidora, ekspresja ww. transkryptow u roslin genotypéw podatnych byla
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zdecydowanie wigksza w porownaniu do linii odpornych. Stwierdzono takze wyzszy
poziom ekspresji syntazy kalozy w liniach odpornych w pordéwnaniu do obiektow
podatnych. Na uwage zastuguje rowniez to, ze u ‘Ames 2354’ i P1 175695 odnotowano
wzmozong indukcje transkryptu VPE. Znakowanie fluorescencyjne DCF-DA pozwolito
na wykrycie nagromadzenia reaktywnych form tlenu w zainfekowanych tkankach ogorka.

Celem okre$lenia roli etylenu w regulacji reakcji odpornosciowych w procesie
patogenezy 1 generowaniu reakcji odpornosciowych, rosliny obu gatunkéw przed
inokulacja patogenami potraktowano inhibitorami jego biosyntezy: amino-
etoksywinyloglicyng (AVG) oraz tiosiarczanem srebra (STS). W przypadku ogorka,
u wszystkich badanych odmian/linii niezaleznie od ich poziomu odpornosci
na P. cubensis (odporne: ‘Ames 2354’, P1197088, PI 330628, podatna PI 175695)
potraktowanie roslin przed inokulacja roztworem AVG ograniczyto produkcje etylenu
w poréwnaniu do kontroli (rosliny nietraktowane inhibitorem, ale opryskane inokulum),
nie mialo jednak wpltywu na stopien porazenia roslin przez patogena. W wyniku
opryskania roslin roztworem STS odnotowano wzrost produkcji etylenu w poréwnaniu
do kontroli, przy czym byt on zdecydowanie wigkszy w przypadku linii odpornych (5 do
10 razy). U wszystkich linii STS wptynat korzystnie na zmniejszenie objawdw maczniaka
rzekomego, co szczegolnie bylo widoczne u roslin podatnej linii PI 175695. Podobne
zalezno$ci w zakresie stosowania AVG i STS stwierdzono w przypadku pomidora.
Oprysk AVG ograniczyt produkcje etylenu nie wplywajac jednak na stopien porazenia
ro§lin przez P. infestans. Natomiast potraktowanie roslin roztworem STS byto bardziej
efektywne prowadzac do zmniejszenia objawOéw zarazy ziemniaka u wszystkich
badanych linii pomidora (‘"WV 700", LA 1604, L 3708, LA 1033, LA 722).

Oceniano réwniez wpltyw egzogennie podanych: SA, Me-JA i BABA na przebieg
patogenezy i indukcje odpornos$ci na P. cubensis u ogorka (P1 175695 i ‘Coolgreen’) oraz
na P. infestans u pomidora ('Rumba', LA 722). Niezaleznie od badanego patosystemu,
opryskiwanie roslin przed inokulacjg zarowno roztworem SA (1 mM), jak i Me-JA (1.7
mM) nie miato wptywu na stopien porazenia ro$lin przez P. cubensis i P. infestans.
Zaroéwno rosliny traktowane, jak i nie nietraktowane ww. substancjami cechowaly si¢
podobnym, wysokim stopniem porazenia w testach fitopatologicznych. Badania
z zastosowaniem kwasu DL- B-aminobutyrowego w stezeniu 2000 pg/l (BABA)
przeprowadzone na dwoch odmianach ogorka (P1 175695 i ‘Coolgreen’) wykazaty jego
istotny wplyw na zwigkszenie odpornosci odmian podatnych. Dwukrotne potraktowanie
ro$lin przed inokulacjg patogenem roztworem BABA spowodowato ograniczenie
objawow maczniaka w stosunku do kontroli o odpowiednio 60 (PI175695) i 45%
(‘Coolgreen’), po 7 dpi. W przeciwienstwie do ogorka, w przypadku pomidora nie
stwierdzono korzystnego wplywu roztworu BABA (1000 ug/l) na nasilenie objawow
zarazy ziemniaka u obu testowanych odmian.

WNIOSKI

1. Dla kazdego z badanych patosystemow, poziom ekspresji wybranych do badan
genow byt zalezny od poziomu odpornosci testowanych linii/odmian. Generalnie
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aktywacja gendow kodujacych bialka zaangazowane w mechanizmy obronne
upomidora i ogorka takich jak: PRI, PR3, PR5, cprl, pad4, w odpowiedzi
na infekcje odpowiednio P. infestans oraz P.cubensis nastgpowala szybciej
w liniach/odmianach odpornych niz w podatnych.

Wzrost poziomu reaktywnych form tlenu oraz wzrost ekspresji transkryptu VPE
obserwowany u ‘Ames 2354° 1 PI 175695 w odpowiedzi na inokulacje roslin
P. cubensis moze wskazywac¢ na wystepowanie u tych linii odporno$ci typu HR.
Szybka aktywacja (4 hpi) oraz nadekspresja transkryptu VPE w WV 700, L 3708,
LA 1604 moze swiadczy¢ o reakcji nadwrazliwosci w badanych liniach pomidora.
Potraktowanie ro$lin pomidora i ogorka przed inokulacjg patogenami roztworem STS
spowodowalo indukowanie odpornosci u odmian podatnych. Znaczny wzrost
produkcji etylenu na skutek potraktowania roslin roztworem STS moze sugerowac, iz
etylen moze uczestniczy¢ w mechanizmach odporno$ciowych.

Ani jasmonian metylu ani kwas salicylowy nie indukuje odpornosci pomidora na
zaraz¢ ziemniaka i ogorka na maczniaka rzekomego. Zastosowanie roztworu BABA
miato korzystny efekt na ograniczenie objawdéw maczniaka rzekomego u ogorka,
natomiast u pomidora nie indukowato mechanizméw odpornosci u roslin podatnych.
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Badania nad opracowaniem molekularnej metody
identyfikacji genéw warunkujacych wazne cechy
uzytkowe pomidora

Studies on the development of molecular methods for identifying genes responsible
for important traits of tomato

Stowa kluczowe: bakteryjna plamisto$¢, funkcjonalna meska sterylnos$é, fuzaryjne wigdniecie,
selekcja wspomagana markerami

Celem badan bylo opracowanie molekularnej procedury umozliwiajacej identyfikacje
genow warunkujacych nastepujace cechy uzytkowe pomidora: odpornos¢ na bakteryjna
plamisto$¢ pomidora [ Xanthomonas vesicatoria; (Xv), rasa T2] oraz fuzaryjne wigdniecie
[Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol), rasa 1], a takze funkcjonalng meska
sterylno§¢ uwarunkowang zar6wno genem ps (ang. positional sterility), jak i ps-2 (ang.
positional sterility 2).

WYNIKI

W przypadku bakteryjnej plamistosci badania rozpoczeto od okreslenia
czynnikdw  genetycznych  warunkujacych  odporno$¢  linii  PI 114490
(S. lycopersicum var. cerasiformae) na Xv. Mechanizm dziedziczenia opracowano
na podstawie populacji mieszancowych: F;, RF;, F,, Bc¢,P;, Bc,P, pochodzacych ze
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skrzyzowania linii PI 114490 (P;) z podatng odmiang Rumba (P,). Analiza uzyskanych
wynikéw wykazata, iz linia PI 114490 (P,) charakteryzowata si¢ wysokim poziomem
odpornosci na rasg T2 (DSI = 1,6). Wszystkie rosliny drugiego komponenta
rodzicielskiego (‘Rumba’) zaklasyfikowano jako podatne (klasy 6 do 8), a wartos$¢
wskaznika porazenia wynosita 7,5. Pokolenie F; i RF, wykazalo $redni poziom
odpornosci (DSI odpowiednio 5,2 i 5,4) z zakresem zmienno$ci w trzech klasach
porazenia (5 do 7). Zblizone warto$ci DSI oraz podobny rozktad roslin w klasach
porazenia dla populacji F, oraz RF, $§wiadcza o tym, Ze cecha odpornosci na Xv nie jest
uwarunkowana czynnikiem matecznym. Pokolenie F, (DSI = 5,4) pod wzgledem
porazenia bylo zblizone do populacji Fi/RF;, ale charakteryzowalo si¢ wigkszym
rozrzutem ros$lin w klasach porazenia (1 do 8). Nalezy jednak podkresli¢, ze rozktad
ro§lin w poszczegélnych klasach wyraznie odbiegal od rozktadu normalnego, a
najliczniejsza grupe w pokoleniu F, stanowily rosliny o najwyzszym stopniu podatnosci
(59%). Przeprowadzona klasyczna analiza genetyczna wykazata, ze segregacja roslin
w pokoleniu F, we wszystkich testach znacznie odbiegata od zalozen teoretycznych dla
modelu dziedziczenia jedno-, dwu-, oraz trzy-genowego, co zostalo potwierdzone testem
x*. Nie stwierdzono réwniez nieallelicznych interakcji dla dwoch genow. W zwiazku z
powyzszym, analize cechy odpornosci na Xv u PI 114490, rozpoczeto od zbadania
modelu dziedziczenia addytywno-dominujgcego testami skali Mathera parametrow A, B,
C. Na podstawie otrzymanych wynikéw odrzucono model addytywno-dominujacy
dziedziczenia cechy odpornosci, poniewaz warto$¢ przynajmniej jednego parametru C
byta istotnie r6zna od zera. Analiza wedlug sze$cioparametrowego modelu dziedziczenia
Jinksa i Jonesa (1958) wykazata istotno$¢ efektu addytywnego (d). O addytywnym
wspotdziataniu genoéw $wiadczg réwniez wysokie wartosci wspotczynnika aA (efekt
addytywny = 3,0), przewyzszajace wartos¢ wspotczynnika dA (efekt dominacji = 0,9).
W nastepnym etapie poszukiwano polimorfizmu DNA formy odpornej (PI 114490)
i podatnej (‘Rumba’) na Xv wykorzystujac do tego celu zarowno markery o okreslonej
lokalizacji chromosomowej (650 markeréw SSR, 50 COSII), jak i systemy markerow
niezdefiniowanych sekwencyjnie (20 serii starterow RAPD). Markery roznicujace linie
rodzicielskie (41 markeréw SSR, 22 markery RAPD, 4 markery CAPS) postuzyty
do konstrukcji ~ szkieletowej  mapy  genetycznej  populacji  mapujacej F,
(‘Rumba’ x PI 114490) liczacej 114 roslin. Wyodrebniono jedng grupe sprz¢zen, ktorg
nastgpnie przypisano do chromosomu 11. Jednak w jej obrebie nie udato si¢ zidentyfi-
kowac¢ regionéw odpowiedzialnych za odpornosci linii PI 114490 na X. vesicatoria.

W badaniach nad poszukiwaniem markeréw sprz¢zonych z genem [/, warunkujagcym
odpornos¢ pomidora na fuzaryjne wigdniecie wywotane przez ras¢ 1 F. oxysporum f. sp.
lycopersici (Scott i in., 2004) zidentyfikowano 19 markerow CAPS, dla ktorych
obserwowano réznice w wielkosciach produktow trawienia analitycznego miedzy
odporng na Fol linia LA 3475 i podatng A 100. Sprz¢zenie wyroznionych markerow
polimorficznych z genem [/ oceniano na podstawie poréwnania oceny fenotypowej
i molekularnej populacji F,; przy pomocy metody BSA. Wykorzystanie populacji F,
ktérej poziom odpornosci/podatnosci oceniano na podstawie reakcji roslin F;, mialo
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na celu uwiarygodnienie oceny fenotypowej pojedynkow F,, umozliwiajac jednoczesnie
doktadniejszg weryfikacje markeréw polimorficznych. Przeprowadzono trzy niezalezne
testy fitopatologiczne, w ktérych oceniano stopien porazenia roslin 100 linii F;. Testy
infekcyjne przeprowadzono zgodnie z wytycznymi CPVO-TP/0044/3 wykorzystujac do
inokulacji izolat PRI 20698 charakteryzujacy si¢ wysoka agresywnoscia oraz stabilno$cia
1 powtarzalnoscig w wywolywaniu objawoéw chorobowych. Uwzgle¢dniajac reakcje roslin
linii F; na porazenie przez ras¢ 1 Fol, dokonano nast¢pnic oceny poziomu
odpornosci/podatnosci poszczegodlnych pojedynkéw F,  Zidentyfikowano 92 rosliny
odporne (w tym 30 homozygoty dominujace i 62 heterozygoty pod wzgledem locus I),
oraz 8 roslin podatnych (homozygoty recesywne). Analizy z uzyciem markerow
roznicujacych formy rodzicielskie na wyselekcjonowanych probach DNA z pojedynkow
populacji mapujacej F, o skrajnych fenotypach, umozliwilty wytypowanie markerow
potencjalnie sprzezonych z genem I. Z 19 przeanalizowanych markeréow do dalszych
etapow badan zaklasyfikowano 10 markerow. Poréwnujac dane fenotypowe (klasyfikacja
ro§lin na odporne i podatne, niezaleznie od statusu homozygotyczno$ci locus) oraz
wyniki genotypowania pojedynkow populacji F,, dla siedmiu markerow stwierdzono
catkowita zgodno$¢ oceny poziomu odpornosci/podatno$ci z oceng molekularng
(wspolczynnik korelacji — 100%). W przypadku analizy zgodnosci oceny fenotypowej
i molekularnej w zakresie statusu locus I, wspotczynniki korelacji byty nieco nizsze (85%
do 87%, w zalezno$ci od uzytego markera), co wynikato z réznic w klasyfikowaniu roslin
jako homozygoty dominujace (odporne) lub heterozygoty (odporne) w tescie
fitopatologicznym i analizie molekularnej. Celem weryfikacji przydatnosci zidentyfiko-
wanych 7 markerow do selekcji roslin odpornych na ras¢ 1 Fol, przeprowadzono
dodatkowg analiz¢ z wykorzystaniem 35 linii/odmian referencyjnych zgenem /[
pochodzacych z zasobow genowych TGRC (University of California, Davis, USA).
Niezaleznie od zastosowanego markera, u wszystkich linii za wyjatkiem jednej LA 0276,
uzyskano profil charakterystyczny dla allelu /. Warto jednak dodaé, Zze pomimo
informacji z banku genéw o immunej odpornosci na ras¢ 1 Fo/ linii LA 0276, ro$liny tej
linii w przeprowadzonym tescie fitopatologicznym byly podatne.

W ramach realizacji niniejszego projektu opracowywano rowniez molekularng metode
identyfikacji genow warunkujacych funkcjonalng meska sterylnos$¢ (ps, ps-2) pomidora
na potrzeby selekcji wspieranej markerami. Biorgc pod uwage to, ze mutanty ps
wykazuja fenotypowe podobienstwo zarowno pod wzgledem budowy kwiatu, jak
i sterylno$ci do mutantow slcer6 (Smirnova i in., 2013), na podstawie sekwencji genu
CER6 opracowano dwa markery CAPS (T1535/Mbol, Cer6-3/Tagl). Celem
zweryfikowania przydatnosci wyrdéznionych markeréw do selekcji  roslin - ps
przeprowadzono analiz¢ pordwnawczg wynikdw genotypowania i oceny fenotypowej: (i)
21 linii ps o zréznicowanym pochodzeniu, (ii) dwoch populacji F, (segregujacych pod
wzgledem genu ps) oraz (iii)) 84 roslin z cechg markerowa kwiatu ps
wyselekcjonowanych z kolekcji PlantiCo Zielonki. Niezaleznie od uzytego markera,
analiza produktow restrykcyjnych wykazata obecno$¢ produktow charakterystycznych
dla allelu ps u 19 sposrod 21 badanych funkcjonalnie meskosterylnych linii. W profilach
pozostatych dwoch linii ps (W-1.10, 2-303) stwierdzono obecnos¢ produktow
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specyficznych dla roslin plodnych, pomimo, iz u wszystkich ro$lin tych linii
obserwowano charakterystyczng dla genu ps budowe kwiatu. U wszystkich 84 roslin
okreslonych przez PlantiCo Ziclonki jako genotypy homozygotycznie sterylne (ps),
uzyskano profil restrykcyjny amplikonu (dla obu markeréw) charakterystyczny dla
genotypu ps/ps, co oznacza catkowita zgodno$¢ oceny fenotypowej i molekularne;j.
Réwniez w przypadku analizy dwoch populacji F, odnotowano wysoka zgodno$¢ ocen
fenotypowej i molekularnej w identyfikacji genu ps (wspotczynnik korelacji 96 do 98%,
w zaleznosci od pochodzenia F,), co $wiadczy o wysokiej wartosci diagnostycznej
wyroznionych markeréw w identyfikacji genu ps. Uzyskane wyniki genotypowania
dla wybranych do badan linii meskosterylnych o réznym pochodzeniu oraz dwoch
roznych populacji F,, pozostaja jednak w sprzecznosci z konkluzjg Leide i in. (2011)
wedlug ktorych mutacja ps nie jest tozsama z mutacjg slcer6. Wniosek nasz znajduje
roOwniez potwierdzenie w wynikach analiz wzglednej ekspresji genu SICERG,
wskazujacych na obnizony poziom jego ekspresji u linii ps w poréwnaniu z liniami
ptodnymi, niezaleznie od badanego organu (liScie, todyga, dziatki kielicha, ptatki, stupek,
pylnik, skorka owocu czerwonego w pelni dojrzatego, skorka i migzsz w pelni
wyksztalconego owocu zielonego). W przypadku genu ps-2 weryfikowano uzytecznosé
dwoch markerow: ps-2ABL (Gourget i in., 2009) i C4-30 (Staniaszek i in., 2012)
na zré6znicowanym materiale (6 linii pomidora ps-2 o réznym pochodzeniu, 2 linie
cechujace si¢ sterylnoscia, ale o kwiatach typowych dla roslin ptodnych, 2 komercyjnie
dostepne odmiany heterozyjne z genem ps-2, 10 linii ptodnych, 2 populacje F,
segregujace pod wzgledem genu ps-2). Uzyskane wyniki wskazuja jednoznacznie
na wyzsza informatywno$¢ markera ps-2ABL opracowanego na podstawie sekwencji
sklonowanego genu ps-2 w poréwnaniu z markerem C4-30.

WNIOSKI

1. Odporno$¢ PI 114490 na X. vesicatoria uwarunkowana jest poligenicznie. Zbyt mata
liczba markerow generujacych polimorfizm DNA odpornej linii PI 114490 i podatnej
'Rumba' wskazujg na potrzebg¢ kontynuowania badan nad poszukiwaniem nowych
markerow, ktore pozwolilyby na identyfikacje loci odpowiedzialnych za odpornosé
roslin pomidora na ras¢ T2. Niezwykle pomocne w przypadku badanej cechy bytoby
wykorzystanie wysokoprzepustowych metod genotypowania generujacych mapy
o wysokim zageszczeniu na skutek detekcji wielu tysiecy SNP-ow.

2. Markery o wysokim sprzezeniu z genem [ zidentyfikowane w trakcie realizacji
niniejszego zadania mogg by¢ rutynowo stosowane w diagnostyce molekularnej do
selekcji roslin odpornych na ras¢ 1 Fol.

3. Wyzsza efektywnos¢ markera ps-2ABL, opracowanego na podstawie sekwencji
sklonowanego genu ps-2, w poréwnaniu z markerem C4-30 wskazuje na wigksza
jego przydatnos¢ w identyfikacji genu ps-2.

4. Markery opracowane na podstawie sekwencji genu CER6 (T1535/Mbol, Cer6-
3/Taql) moga by¢ rutynowo stosowane w diagnostyce molekularnej do identyfikacji
roslin ps.
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5. Obnizony poziom ekspresji genu SLCER6 we wszystkich analizowanych organach
linii meskosterylnych moze sugerowac iz mutacje slcer6 oraz ps sa tozsame.

LITERATURA

Gorguet, B., Schipper D., van Lammeren A., Visser R., van Heusden A. 2009. Ps-2, the gene responsible for
functional sterility in tomato, due to non-dehiscent anthers, is the results of a mutation in novel
polygalacturonase gene. Theor. Appl. Genet. 118: 1199 — 1209.

Jinks J. L., Jones R.M. 1958. Estimation of the components of heterosis. Genetics 43: 223 — 234.

Leide J., Hildebrandt U., Vogg G., Riederer M. 2011. The positional sterile (ps) mutation affects cuticular
transpiration and wax biosynthesis of tomato fruits. J. Plant Physiol. 168: 871 — 877.

Mather K., Jinks J. L. 1982. Biometrical Genetics. The study of continuous variation. Third edition. London,
New York. Chapman and Hall.

Scott J. W., Agram H. A. A., Jones J. P. 2004. RFLP — based analysis of recombination among resistance
genes to fuzarium wilt races 1, 2 and 3 in tomato. J. Amer. Soc. Hort. Sci. 129 (3): 394 — 400.

Smirnova A., Leide, J., Riederer M. 2013. Deficiency in a very-long-chain fatty acid B-ketoacyl-coenzyme A
synthase of tomato impairs microgametogenesis and causes floral organ fusion. Plant Physiology 161
(1): 196 — 209.

Staniaszek M., Szajko K., Kozik E. U., Nowakowska M., Marczewski W. 2012. The novel ps and ps-2
specific markers for selection functional male sterile lines in breeding programs and hybrids seed
production. J. of Agric. Sci., vol. 4, (10): 61 — 67.

307






NR 286 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN 2019
e-ISSN 2657-8913

URSZULA KEOSINSKA

MARZENA NOWAKOWSKA

WOJCIECH SZCZECHURA

KATARZYNA NOWAK

WALDEMAR TREDER

KRZYSZTOF KLAMKOWSKI

KATARZYNA WOJCIK

Instytut Ogrodnictwa ul Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice, Polska

Kierownik Tematu: dr Urszula Klosinska Instytut Ogrodnictwa, Zaktad Hodowli Roslin Ogrodniczych,
Pracownia Genetyki i Hodowli Roslin Warzywnych, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice,
tel. 46 834 66 54, e-mail: urszula.klosinska@inhort.pl

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego
w produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.20.2018, Zadanie 104.

Analiza genetycznych 1 biochemicznych podstaw
tolerancji cebuli (4llium cepa L.)
na stres niedoboru wody

Analysis of genetic and biochemical basis of onion (Allium cepa L.) tolerance
to water deficit stress
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CEL BADAN

Celem podjetego tematu jest charakterystyka 300 linii/odmian cebuli pod wzglgdem
reakcji na niedobor wody w trzech fazach rozwojowych, a nastgpnie wyjasnienie
genetycznych, fizjologiczno-biochemicznych i molekularnych mechanizméw warun-
kujacych te¢ ceche. Celem badan prowadzonych w roku 2018 byta optymalizacja metody
wywolywania stresu niedoboru wody w fazie kietkowania nasion, wzrostu siewek
1 wigzania cebul oraz ocena reakcji 150 populacji cebuli na stres suszy w roznych fazach
WZrostu i rozwoju.
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WYNIKI

Optymalizacje metodyki testowania tolerancji cebuli na susz¢ w fazie kietkowania
nasion oraz w fazie siewek prowadzono w warunkach laboratoryjnych z wykorzystaniem
dwoch linii hodowli PlantiCo Zielonki (ZS/8 i ZS/49) oraz odmiany ‘Sochaczewska’
(PNOS Ozarow Mazowiecki). Stres suszy indukowano poprzez zastosowanie
obnizajacego potencjal wody poliglikolu etylenowego (PEG) w czterech st¢zeniach: 0,
10, 15 1 20%. Analizy porownawcze wykazaty istotny wpltyw wielkosci st¢zenia PEG na
sife 1 energi¢ kielkowania nasion badanych obiektow. Wraz ze wzrostem st¢zenia PEG
zdolnos$¢ kietkowania nasion malata. Nie obserwowano istotnych réznic w energii i sile
kietkowania pomigdzy 10 a 15% PEG. Natomiast zastosowanie 20% PEG znacznie
zahamowato zdolnos¢ kietkowania wzgledem kontroli (redukcja o 50-88%), dlatego tez
do dalszych badan wytypowano 18% stezenie PEG.

Rowniez w fazie siewek, stwierdzono istotny wptyw traktowania réznymi stezeniami
PEG na dlugo$¢ korzeni i liscieni. U wszystkich genotypow cebuli, 20% PEG catkowicie
zahamowat wzrost korzeni i bardzo silnie ograniczyt dhugosé siewek (o 86% wzgledem
kontroli). Stosunkowo duzg redukcje¢ dtugosci korzeni oraz liscieni zanotowano rowniez
dla 15% PEG ($rednia redukcja diugosci korzeni i liScieni dla linii/odmian —
odpowiednio 62 i 58%), przy czym przy zastosowaniu tego st¢zenia nie obserwowano
wigkszych réznic pomigdzy badanymi obiektami. Natomiast zastosowanie 10% PEG w
najwickszym stopniu réznicowato badane obiekty, dlatego tez st¢zenie to zostato
wytypowane do dalszych badan.

Badania przeprowadzone w warunkach szklarniowych (susza glebowa) wykazaty
liniowa zalezno$¢ masy cebul w zalezno$ci od zastosowanego poziomu nawadniania:
100, 75, 50 i 25% pojemnikowej pojemnosci wody. Wraz ze wzrostem deficytu wody
u badanych obiektow cebuli obserwowano wigksze straty masy cebul wzgledem kontroli.
Srednie dla linii straty masy cebul wynosity 35, 70 i 87%, odpowiednio dla 75, 50 i 25%
pojemnikowej pojemnosci wody.

W kolejnym etapie badan przetestowano 150 obiektow cebuli pod wzglgdem ich
tolerancji na stres suszy w faza kielkowania nasion, siewek oraz w fazie wigzania cebul
wedlug metodyki zoptymalizowanej w wyzej opisanym zadaniu. Stwierdzono duze
réznice pomi¢dzy badanymi liniami/odmianami cebuli pod wzgledem energii i sity
kietkowania nasion w warunkach stresu suszy fizjologicznej (18% PEG). Sposrod
wszystkich badanych obiektow, najlepszymi parametrami kielkowania w warunkach
stresu wyr6znity si¢ odmiany z firmy ‘Polan Krakéw’: ‘Polanowska’, ‘Wolska’ oraz
P 15, ktorych nasiona skietkowaly odpowiednio w 80,7, 73,3 i 68,7%. W przypadku
odmiany ‘Polanowska’ zdolno$¢ kietkowania w PEG-u byla obnizona tylko o 4,7%
w porownaniu do kombinacji kontrolnej. W mnastepnej kolejnosci nalezy rowniez
wyr6zni¢ odmiane Topolska, u ktorej nie obserwowano roznic w zdolnosci kietkowania
miedzy 18% PEG a kontrolg. Najbardziej wrazliwe na stres suszy fizjologicznej w fazie
kietkowania okazaty si¢ linie: ZS/19, ZS/8, ZS/13, ZS/12, ZS/11, ktére mimo wysokiej
zdolnos$ci kietkowania w warunkach kontrolnych (97-87%) nie skietkowaly w ogole
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w 18% PEG-u. U 45 kolejnych obiektow liczba skietkowanych nasion w PEG-u nie
przekroczyta 20%.

Podobnie jak w fazie kietkowania, réwniez w fazie siewek zaobserwowano
zroznicowang reakcje badanych obiektow cebuli na stres suszy (10% PEG). Najbardziej
tolerancyjne na badany stres okazaty si¢ dwie linie: ZS/3 i ZS/39, u ktorych $wieza masa
byta wigksza o odpowiednio 9 i 3% w porownaniu do kontroli. U czterech kolejnych
obiektow: 171344, ZS/4, P15 i ZS 15 zaobserwowano niewiclki wplyw czynnika
stresujacego na ograniczenie badanej cechy (redukcja o odpowiednio 0,6; 1,6; 4,5; 6,7%).
W nastepnej kolejnosci nalezy wymieni¢ 7 obiektow (ZS/41, P 11, Topolska, ZS/37,
7S/35, P15, ZS/34, 7ZS/14), u ktorych zastosowanie 10% PEG-u spowodowato
ograniczenie $wiezej masy siewek o 10,8-16,8%. Natomiast najbardziej wrazliwe na stres
byly cztery obiekty: 171330, NOES, 171333 1 171232, ktorych $wieza masa siewek byta
zredukowana wzgledem kontroli o odpowiednio 60,8, 61,4, 61,41 64,7%.

Zaobserwowano duze zroéznicowanie pomi¢dzy liniami pod wzgledem $redniej masy
cebul niezaleznie od zadanego poziomu nawodnienia. Srednia masa cebuli w warunkach
optymalnego nawadniania rownata si¢ 34,3 g, w suszy — 11,3 g, za$ $redni % strat
wzgledem kontroli wynidst 66. Najwickszg Srednig mase cebuli (52,1-62,4 g) w warun-
kach kontrolnych zanotowano dla dziesieciu obiektow, natomiast najmniejsza (16,5-18,5
g) dla szesciu. W warunkach suszy najwigksza mase¢ cebul (17,5-24,4 g) stwierdzono dla
6 genotypow, a najmniejszg wynoszacg ponizej 10 g (od 3,7-9,9 g) odnotowano dla 29
linii/odmian cebuli. U wigkszosci linii stres suszy bardzo silnie obnizyl mase cebul. U 99
obiektow obserwowano redukcje tej cechy wzgledem kontroli od 50 do 74%, natomiast
straty powyzej 75% stwierdzono u 23 genotypow. Redukcje masy cebuli ponizej 50%
stwierdzono u 8 genotypow (ZS 21, ZS29, NOE 17, NOE 35, P10, P11, P12,
‘Wolska’), ktore stanowity 6% badanej populacji.

WNIOSKI

1. Na podstawie uzyskanych wynikow z testow w warunkach laboratoryjnych,
do dalszych badan nad wplywem stresu suszy fizjologicznej na zdolnos¢ kietkowania
i wzrost siewek cebuli, jako czynnik stresujacy stosowany bedzie 18% PEG
(kietkowanie) i 10% PEG (siewki).

2. Podsumowujac wyniki uzyskane w warunkach suszy glebowej stwierdzono, iz
najkorzystniejsze dla rozroznienia genotypow cebuli pod wzgledem reakcji na stres
suszy w fazie wigzania cebul bedzie zastosowanie w dalszym etapie badan deficytu
wodnego na poziomie 50% pojemnikowej pojemnosci wodnej w odniesieniu
do kontroli. Stres o wytypowanym natg¢zeniu istotnie obnizal mas¢ cebul wzgledem
kontroli i rownoczes$nie nie powodowal trwatego zasychania roslin.

3. Badane obiekty cebuli charakteryzuja si¢ poszukiwang zmienno$cig pod wzgledem
tolerancji na stres suszy w réznych fazach wzrostu i rozwoju wegetatywnego. Dzieki
temu stanowig cenny material do badan polimorfizmu genomowego cebuli przy
wykorzystaniu platformy DArTseq.
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4. Wytypowano do dalszych badan linie skrajnie tolerancyjne i wrazliwe na stres
niedoboru wody, ktére postuza do wygenerowania populacji mieszancowych (Fy, Fs,
BC)) niezb¢dnych do okreslenia czynnikow genetycznych warunkujacych tolerancje
cebuli na deficyt wody.
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Opracowanie 1 wykorzystanie wysokowydajnych
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Stowa kluczowe: genotypowanie, korzen spichrzowy, mapowanie asocjacyjne, marchew, stres
abiotyczny, struktura zmiennos$ci genetycznej

FENOTYPOWANIE ROSLIN

Cel tematu: okreslenie fenotypu roslin odpornych na stres zasolenia na poziomie
komoérkowym.

Opis wynikéw

Analiza mikroskopowa przekrojow korzeni roslin kontrolnych wskazata na ich typowa
budowe 1 charakterystyczny uktad tkanek. U ro$lin traktowanych 150 mM NaCl
stwierdzono znaczne pogrubienie korzeni. W przypadku roslin F2 zaobserwowano
silniejsze grubienie pod wplywem zasolenia niz dla roslin populacji rodzicielskiej
tolerancyjnej na stres zasolenia (DLB), co byto spowodowane powigckszeniem komorek
kory pierwotnej, a takze wigkszej liczby komorek u roslin F2 (rys. 1). Obserwowano
rowniez réznice w budowie walca osiowego u roslin poddanych stresowi, w porownaniu
do roslin kontrolnych.
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Kontrola

150 NaCl

Rys. 1. Budowa anatomiczna korzeni siewek marchwi rosnacych w warunkach kontrolnych (Kontrola)
i w warunkach stresu zasolenia (150 NaCl). 2874B — linia rodzicielska wrazliwa na stres zasolenia,

DLB — rodzicielska odmiana lokalna tolerancyjna na stres zasolenia, Mieszaniec — F2 (2874B x
DLB). Nie uzyskano ro$lin linii 2874B w warunkach stresu zasolenia

Whioski

— Anatomia korzeni siewek marchwi tolerancyjnych na stres zasolenia rosnacych
na podlozu z dodatkiem 150 mM NaCl rézni si¢ od typowej anatomii roslin
kontrolnych.

— Grubienie korzeni roslin rosngcych na podtozu z dodatkiem 150 mM NaCl jest
spowodowane wzrostem objetosci komorek migkiszowych (w przypadku ro$lin
tolerancyjnej odmiany lokalnej DLB oraz jednej z roslin F2) lub wzrostem liczby
komoérek migkiszowych (w przypadku jednej z roslin F2).

— Rosliny F2 cechowaly si¢ bardziej znaczacymi nieprawidtowosciami budowy
anatomicznej korzenia niz tolerancyjna forma rodzicielska (DLB), obejmujacymi
niewlasciwie wyksztalcone wigzki przewodzace, przestwory migdzy komorkami
migkiszu i ich bardziej nieregularny ksztalt, przy czym obserwowane zmiany byly
rozne dla kazdej z roslin F2. Wskazuje to na kompleksowy charakter tolerancji na
stres zasolenia, ktérego poszczegélne komponenty u roslin F2 prawdopodobnie
zostaty utracone.
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WYSOKOWYDAJNE GENOTYPOWANIE

Cel tematu: genotypowanie roslin reprezentujacych kolekcj¢ odmian marchwi jadalne;j
w oparciu o polimorfizmy insercji transpozondéw DcSto

Opis wynikéw

Genotypowanie w oparciu o panel markerow molekularnych DcSfo zostato
przeprowadzone dla 156 roslin reprezentujgcych 78 odmian marchwi z kolekcji zgodnie
z metodyka opracowang w roku 2014. Kazda odmiana byla reprezentowana przez jedna
rosling. Dla 73 loci otrzymano dwa warianty alleliczne odpowiadajace obecnosci
elementu DcSto lub jego brakowi. 27 loci charakteryzowato si¢ obecnoscig dodatkowego
wariantu allelicznego u przynajmniej jednej z genotypowanych populacji.

Whioski
— Genotypowanie markerami DcSto 156 roslin z 78 populacji pozwolito na identyfikacje

73% loci w uktadzie biallelicznym, a pozostate 23% cechowalo si¢ obecno$cia

przynajmniej jednego dodatkowego wariantu.

ANALIZA BIOINFORMATYCZNA I IDENTYFIKACJA POLIMORFIZMOW
DIAGNOSTYCZNYCH

Cele tematu: analiza struktury zmiennos$ci genetycznej w kolekeji odmian uprawnych
marchwi w oparciu o wyniki genotypowania GBS i DcSto-ILP; mapowanie asocjacyjne
w oparciu o wyniki fenotypowania i genotypowania GBS; identyfikacja i charakterystyka
genow kandydujacych warunkujacych morfologi¢ korzenia.

Opis wynikéw

Wyniki uzyskane w toku genotypowania panelem markeréw DcSto-ILP oraz GBS
dla 78 odmian z kolekcji zmiennos$ci genetycznej marchwi uprawnej typu zachodniego
zostaly poddane analizom struktury zmienno$ci genetycznej przy wykorzystaniu
oprogramowania STRUCTURE. Do analizy struktury zmienno$ci genetycznej opartej na
insercjach elementow DcSto wybrano 93 loci. Analizg struktury zmiennosci genetycznej
w oparciu o polimorfizmy pojedynczego nukleotydu przeprowadzono w oparciu o 2354
markery SNP. Stwierdzono, ze najbardziej prawdopodobna struktura zmiennosSci
genetycznej badanej kolekcji odmian to:

— trzy, cztery lub siedem grup (K = 3, K = 4 lub K = 7) przy analizie struktury
zmienno$ci wynikajacej z polimorfizmu insercji transpozonow DcSto;

— trzy, cztery lub pi¢¢ grup (K =3, K =4 lub K = 5) przy analizie struktury zmiennos$ci
wynikajacej z polimorfizmu pojedynczych nukleotydow (SNP).

Do przeprowadzenia genomowego mapowania asocjacyjnego (GWAS) wykorzystano
127155 polimorfizméw SNP zidentyfikowanych w wyniku genotypowania GBS dla 327
ro$lin reprezentujacych rozne grupy odmian marchwi. Zidentyfikowano rejon
zlokalizowany na chromosomie 1, zasocjowany z szerokoscig korzenia. W jego obrgbie
znajdowalo si¢ osiem markerow o wartosci -logl10e<5,52 i byly one zlokalizowane
w rejonie obejmujgcym dwa geny.
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Whioski

— Struktura zmiennosci genetycznej populacji marchwi typu zachodniego odzwierciedla
podziat odmian marchwi na typy uzytkowe oraz morfologi¢ korzenia spichrzowego.

— Typy Amsterdam i Chantenay sg wyraznie odrebne od pozostatych typow.

— Przyporzadkowanie odmian w oparciu o markery SNP jest nieco inne niz to
obserwowane dla markerow DcSto.

— Wysoki poziom admiksji wskazuje na stosunkowo czeste wykorzystywanie
przez hodowcoéw krzyzowan pomiedzy materiatami nalezacymi do réznych typow
uzytkowych.

— Przy wykorzystaniu strategii mapowania asocjacyjnego (GWAS) zidentyfikowano gen
kandydujacy (LOCI108201261), zwigzany z determinacjg przyrostu korzenia marchwi
na szerokos¢.

— Ksztalt korzenia marchwi jest determinowany poligenicznie, poprzez wiele loci
charakteryzujacych si¢ malymi efektami.

KONWERSJA WYBRANYCH POLIMORFIZMOW DO MARKEROW SPECYFICZNYCH

Cel tematu: konwersja polimorfizméw GBS-SNP do markeréw specyficznych i ich
walidacja

Opis wynikéw

Do genotypowania w rejonie dwoch genéw kandydujacych (gen warunkujacy przyrost
korzenia marchwi na szeroko$¢ i gen potencjalnie zwigzany z reakcja ros$lin marchwi
na stres zasolenia) wykorzystano cztery markery SNP identyfikowane w systemie
TagMan. Przeprowadzono réwniez ocene poziomu ekspresji tych samych genow. Marker
chrl 26632616 roznicowal rosliny marchwi pod wzgledem wspotczynnika ksztattu
korzenia w zaleznosci od genotypu (rys. 2). Przeciwstawne allele zasocjowanego genu
cechowaty si¢ podobnym profilem ekspresji, osiggajgc maksimum w okresie 11 tygodnia
od kietkowania, ale wzrost poziomu ekspresji dla allelu warunkujgcego intensywniejszy
przyrost korzenia marchwi na szeroko$¢ byt znacznie silniejszy niz dla allelu
przeciwstawnego (rys. 2). Wskazuje to na prawdopodobny zwigzek tego genu
z determinacjg ksztaltu korzenia marchwi. Trudno$¢ z oznaczeniem homozygot
alternatywnych dla markera w obrgbie rejonu determinujacego reakcje siewek marchwi
na zasolenie i ich identyfikacja jako heterozygoty w technice TagMan, moze §wiadczy¢
o0 istnieniu w tym rejonie strukturalnej rearanzacji. Wytypowany gen kandydujacy ulegat
wyciszeniu w odpowiedzi na stres zasolenia u ro$lin tolerancyjnych.
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Rys. 2. Wyniki walidacji markera SNP chr1_26632616 zasocjowanego z szeroko$cia korzenia
spichrzowego marchwi. Genotypowanie 90 roslin o réznym ksztalcie korzenia w systemie TaqMan
(lewy panel), wykres box-plot obrazujacy rozklad wartosci szerokosci ramion dla tych samych roslin,
w zaleznoS$ci od identyfikowanego genotypu (Srodkowy panel), ekspresja genu LOC108201261
w Kkorzeniach roslin o przeciwstawnych wariantach allelicznych markera SNP chrl_26632616 (GG —
kolor zielony, TT — kolor niebieski) w czterech terminach odpowiadajacych fazom rozwojowym
korzenia spichrzowego marchwi (prawy panel)

Whioski

— Dla jednego z dwoch testowanych loci (chrl 26632616) obserwowano oczekiwany
polimorfizm pojedynczego nukleotydu.

— Marker SNP chrl 26632616 identyfikowany przy uzyciu technologii TaqMan
wydajnie genotypowal rosliny w obrebie segregujacych populacji.

— Zaobserwowano statystycznie istotng réznice pod wzgledem szerokosci korzenia
pomigdzy roslinami homozygotycznymi o przeciwstawnych wariantach allelicznych
markera SNP chrl 26632616.

— Gen LOCI108201261 jest zaangazowany w przyrost Kkorzenia spichrzowego
na grubo$¢, majacy miejsce okoto 10—11 tygodnia od kietkowania.

— Wyniki genotypowania TagMan genu DCAR 006211 potencjalnie zaangazowanego w
warunkowanie tolerancji marchwi na stres zasolenia wskazuja na prawdopodobne
rearanzacje (mozliwg tandemowa duplikacj¢) w genotypowanym  rejonie.
Zastosowanie markera HRM zakotwiczonego w miejscu flankujagcym kwestionowany
rejon pozwolilo na jednoznaczne przyporzadkowanie ro$lin do wlasciwych
genotypow.

— Ekspresja genu DCAR 006211 u ro$lin o przeciwstawnych wariantach alleliczych
w warunkach kontrolnych byta podobna. U ro$lin tolerancyjnych poddanych stresowi
zasolenia (150 mM NacCl) jego ekspresja zostala silnie obnizona.
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Identyfikacja genow odpowiedzialnych
za przywracanie ptodnosci 1 samozgodnos¢
u wybranych roslin warzywnych

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

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylno$¢, genotypowanie, geny restorerowe, markery
molekularne, samozgodnos¢

TEMAT BADAWCZY 1: UZYSKANIE POPULACJI SEGREGUJACYCH POD WZGLEDEM
CECH STERYLNOSCI/PLODNOSCI ORAZ SAMOZGODNOSCI/SAMONIEZGODNOSCI

Cele tematu

1) Uzyskanie populacji marchwi i cebuli z segregacja gendéw odpowiedzialnych
za przywracanie plodnosci. 2) Uzyskanie materialdw kapusty zsegregacja genow
odpowiedzialnych za samozgodnos¢ / samoniezgodnos$¢.

Opis wynikéw

Wysiano osiem potomstw BC marchwi uzyskanych w rezultacie zapylenia roslin
meskosterylnych — pytkiem  heterozygotycznych  rodlin - megskoptodnych. W szeSciu
potomstwach wystepowata cytoplazma Sa, natomiast w dwoch — Sp. W rezultacie
przeprowadzonych upraw uzyskano korzenie wysadkowe, ktdre po zbiorze zpola
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umieszczono w chtodni. Na bazie tych korzeni w kolejnym sezonie wegetacyjnym planuje si¢
uzyska¢ kwitngce rosliny do analizy fenotypu plodnosci.

Doprowadzono do kwitnienia trzy populacje BC cebuli. W czasie kwitnienia roslin
wizualnie sprawdzano u nich obecno$¢ pytku. Wizualna ocena ptodnosci byta weryfikowana
poprzez mikroskopowsa analize zywotnosci pytku. Dwie z badanych populacji segregowaly
na rosliny meskoptodne 1 meskosterylne w oczekiwanym stosunku 1:1. Natomiast w jednej
populacji wystapity wylacznie rosliny meskosterylne. W ramach prac nad cebulg uzyskano
takze wysadki dwoch potomstw z cytoplazmg C, w ktorych oczekuje si¢ segregacji pod
wzglgdem fenotypu ptodnosci.

Po udanej jarowizacji doprowadzono do kwitnienia ro$liny F3 kapusty, na ktorych
wykonano samozapylenia w otwartym kwiecie (dla oceny poziomu samoniezgodno$ci) oraz
w paku (dla reprodukcji materiatu). Analizowane rosliny F3 segregowaly pod wzgledem
fenotypu samoniezgodnoS$ci/samozgodnosci. Miarg tego fenotypu byt stosunek liczby nasion
do liczby tuszczyn, ktory zawieral si¢ w przedziale od 0 do 21. Podobnej analizie
fenotypowej poddano takze cztery rody wyprowadzone w celu weryfikacji dziedziczenia
samozgodnosci. W nich takze wystgpila segregacja, ale maksymalne wartosci wspomnianego
stosunku byly wyraznie mniejsze.

Whioski
— Uzyskano wysadki o$miu potomstw marchwi i dwdch potomstw cebuli, w ktorych

oczekuje si¢ segregacji na rosliny meskosterylne i meskoptodne.

— Segregacja fenotypowa w obrebie dwoch kwitngcych populacji cebuli 1 wszystkich
kwitngcych materialow kapusty gwarantuje ich przydatno$¢ do analiz markerowych.

TEMAT BADAWCZY 2: GENOTYPOWANIE METODA GBS — POSZUKIWANIE
POLIMORFIZMOW DNA SPRZEZONYCH Z BADANYMI CECHAMI

Cele tematu

1) Masowa identyfikacja polimorfizméw sekwencyjnych u roslin cebuli réznigcych
si¢ statusem ptodnosci. 2) Masowa identyfikacja polimorfizméw sekwencyjnych u roslin
kapusty r6zniagcych si¢ statusem samoniezgodnosci.

Opis wynikéw

Genotypowaniu poddano trzy populacje cebuli segregujace na rosliny meskosterylne
i meskoptodne — 8, 307 1 308, oraz jedna populacje kapusty — o numerze 2 — segregujaca
na ro$liny samozgodne i samoniezgodne. Analiza ta byla wykonywana w ramach ushugi
zleconej firmie Novogene (Chiny). Do sekwencjonowania wysokoprzepustowego
wykorzystano platform¢ firmy Illumina. Zastosowano wariant sekwencjonowania ze
sparowanymi koncami i 150 cyklami syntezy (PE150). W przypadku populacji kapusty
dhugos¢ odczytanych sekwencji wahata si¢ od ok. 200 do ok. 430 Mb dla pojedynczej rosliny.
Wskazniki Q20 1 Q30 wyniosty odpowiednio 94 i 86%, a udziat par GC 40-42%.

Whioski
— Dla obydwu badanych populacji uzyskano wystarczajaca ilos¢ danych sekwencyjnych.

Przecigtne pokrycie sekwencji unikalnych u pojedynczej rosliny wyniosto ok. 0,5-1x.
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— Wysoki procent nukleotydéw osiagajacych wskazniki jakosci Q20 i Q30 gwarantuje
przydatno$¢ otrzymanych danych sekwencyjnych dla analiz bioinformatycznych
zmierzajacych do identyfikacji polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP).

TEMAT BADAWCZY 3: ANALIZY BIOINFORMATYCZNE — IDENTYFIKACJA
GENOTYPOW I MAPOWANIE POLIMORFIZMOW

Cele tematu

Okreslenie genomowej lokalizacji zidentyfikowanych markerow GBS oraz genow
kontrolujgcych przywracanie ptodnosci u cebuli oraz samozgodnos$¢ u kapusty.

Opis wynikéw

W przypadku roslin kapusty (populacja) przefiltrowane odczyty sekwencyjne byly
mapowane do sekwencji genomu referencyjnego (GenBank: JIMF00000000.1) — $redni
odsetek zmapowanych odczytow wyniost 94,7%. Srednio 13% genomu referencyjnego byto
pokryte odczytami sekwencyjnymi (wykazywalo pokrycie przynajmniej 1x). W wyniku
mapowania odczytow do genomu referencyjnego zidentyfikowano ok. 1,5 min poli-
morfizméw  sekwencyjnych, ktore nastgpnie poddawano kilkustopniowej filtracji.
Obejmowata ona kolejno selekcje markerow: Dbiallelicznych o wysokiej  jakosci,
z maksymalnie pigcioma nieokreslonymi genotypami, o genotypach odpowiadajacych
charakterowi badanej populacji, o wlasciwe]j segregacji oraz oddalonych od siebie o wigcej
niz 10 kb. W rezultacie do mapowania genetycznego wykorzystano ok. 700 markerow.
Uzyskano dziewi¢¢ grup sprzezen odpowiadajacych dziewieciu chromosomom kapusty.
Catkowita dtugo$¢ mapy wynosita 721 cM ze srednig dlugoscig pojedynczej grupy sprzgzen
wynoszaca 80,1 ¢cM. Analiza programem R/qtl nie wykazata obecnosci QTLi skorelowanych
z cechg samozgodnosci — warto§¢ LOD dla zadnego zmapowanego markera nie
przekroczyta wartosci krytyczne;.

Whioski
— Przy wykorzystaniu technologii GBS otrzymano dane sekwencyjne, ktdre pozwolity

na wydajng identyfikacj¢ markerow GBS i otrzymanie — przynajmniej lokalnie —

wysoko wysyconych map genetycznych. Dzieki dostgpnosci sekwencji referencyjnej

okreslono chromosomowsg lokalizacje zidentyfikowanych grup sprzezen.
— Regresyjne mapowanie interwatlowe nie wykazalo obecnosci QTLa majacego wptyw

na ekspresje cechy samozgodnosci w populacji C2.

TEMAT BADAWCZY 4: GENOTYPOWANIE MARKERAMI MIKROSATELITARNYMI
(CEBULA)

Cele tematu

Zmapowanie chromosomowo-specyficznych markerow mikrosatelitarnych w obrebie
grup sprzezen utworzonych z markerow GBS.

Opis wynikéw

Analizami obj¢to trzy populacje cebuli — AI/10, AI/15 1 601, ktore segregowaly
naros$liny meskosterylne i meskoptodne. Populacje te genotypowano markerami SSR
wytypowanymi w poprzednim roku badan. Rosliny z populacji AlI/10 poddano
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genotypowaniu przy uzyciu markerow AMS-10, AMS-12 oraz AMS-23; rosliny z populacji
Al/15 poddano genotypowaniu przy uzyciu markerow AMS-08, AMS-10 oraz AMS-12;
natomiast rosliny z populacji 601 poddano genotypowaniu przy uzyciu markeréw AMS-10
oraz AMS-23. Analiza profili elektroforetycznych potwierdzila segregacje tych markerow
w odpowiednich populacjach. Mapy markerow GBS uzyskane w poprzednich latach
probowano uzupeic o loci segregujacych markerow SSR. Udato si¢ to tylko dla populacji
601 — markery AMS10 i AMS23 zmapowaly si¢ do dwdch roznych grup sprzezen.
Whioski
— Grupa sprzezen z markerem AMS-10 reprezentuje chromosom II a grupa sprze¢zen
z markerem AMS-23 — chromosom III.

TEMAT BADAWCZY 5: KONWERSJA SPRZEZONYCH Z DOCELOWYMI GENAMI
POLIMORFIZMOW DNA W MARKERY SEKWENCYJNIE SPECYFICZNE — CAPS,
TETRA-PRIMER ARMS-PCR ORAZ TAQMAN

Cele tematu

Opracowanie markerow PCR do wnioskowania o obecnosci alleli restorerowych
i alleli (allelu) samozgodnosci.

Opis wynikéw

Analizy przeprowadzono dla jednej populacji marchwi, jednej populacji cebuli oraz
dla dwoch populacji  kapusty. Populacje marchwi i1 cebuli segregowaly na rosliny
meskosterylne i meskoplodne. Z kolei rosliny z populacji kapusty cechowat zréznicowany
poziom samozgodno$ci. Z kazdej populacji analizowano po pi¢¢ roslin o zréznicowanych
fenotypach — meskosterylnych i meskoptodnych (marchew, cebula), samoniezgodnych
i najsilniej samozgodnych. Markery CAPS projektowano na bazie wskazan programu
VCF2CAPS (Wesotowski). Dla wigkszosci takich markerow uzyskano monomorficzne
profile elektroforetyczne. Polimorfizm odnotowano tylko po uzyciu czterech markerow
marchwianych oraz po uzyciu jednego markera kapuscianego, jednak réznicowal on ro$liny
tylko w jednej z dwoch badanych populacji kapusty. Wszystkie wykryte markery
polimorficzne wykazywaly kosegregacje z odpowiednimi fenotypami.

Whioski
— Dla populacji marchwi z cytoplazmg Sp zidentyfikowano cztery polimorficzne markery.

Wykazywaty one kosegregacje z fenotypem plodnosci/sterylnosci roslin.
— Dla jednej z badanych populacji kapusty zidentyfikowano jeden marker polimorficzny.

Wykazywat on kosegregacje z fenotypem smozgodno$ci/samoniezgodnosci roslin.
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Transfer cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci
poprzez somatyczng hybrydyzacj¢ u marchwi

Transfer of cytoplasmic male sterility through somatic hybridization in carrot

Stowa kluczowe: bialka fluorescencyjne, elektrofuzja protoplastow, inaktywatory genomow
organellowych i jadrowego, wczesna selekcja cybryd, utrwalenie wariantow
allelicznych

OPRACOWANIE MARKEROW DNA PRZYDATNYCH DO IDENTYFIKACJI FORM
CYBRYDOWYCH ORAZ STABILIZACJA GENETYCZNA I SELEKCJA FORM
DONOROWYCH

Celem tematu bylo: (1) uzyskanie korzeni wysadkowych potomstw z samozapylenia
roslin megskoptodnych wyselekcjonowanych w poprzednim roku badan, (2) produkcja
nasion donora 1 akceptorow CMS do wykorzystania w eksperymentach fuzji
protoplastow, (3) weryfikacja obecnosci i1 utrwalenia pozadanych markerowych
wariantow allelicznych w partiach nasion donora i akceptorow CMS oraz (4) weryfikacja
plazmotypow reprezentowanych przez partie nasion donora i akceptorow CMS.

Opis wynikéw

Dla badanych sublinii poszukiwano markerow o utrwalonym charakterze tzn.
wystepujacych u wszystkich prob zbiorczych w wariancie wskazujacym na homo-
zygotycznos$¢. Przyktadowo, w przypadku markera chrl-DcS15 meskoptodne sublinie
174-9, 176-12, 188-7, 188-20 i 189-5 generowaly wylacznie profil odpowiadajacy
homozygotom 650/650. Z kolei przy zastosowaniu tego samego markera
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dla meskosterylnej sublinii 4503/4 x 4501/5 uzyskano wylacznie profil odpowiadajacy
homozygotom 880/880. Jezeli — jak w podanym przyktadzie — sublinia meskosterylna
zawiera inny homozygotyczny allel markerowy niz ktéra$ z sublinii meskoptodnych,
regeneraty otrzymane z wykorzystaniem tych komponentéw rodzicielskich bgdzie mozna
weryfikowa¢ przy zastosowaniu wspomnianego markera (w podanym przykladzie
chr1-DcS15). Pomimo nieznacznej heteroplazmii odnotowanej u cze$ci linii
meskosterylnych (znikoma ,,domieszka” produktu o wielkosci 360 bp) dla analizowanych
w biezacym roku materialow uzyskano bardzo czytelny i zgodny z oczekiwaniami obraz
reprezentowanego przez nie plazmotypu. Potwierdza to mozliwo$¢ wykorzystania
analizowanych sublinii meskosterylnych jako donoréw cytoplazmy sterylizujacej, a
sublinii meskoptodnych jako jej akceptorow. Ponadto, w ramach reprodukcji
komponentéw rodzicielskich do eksperymentow fuzji, uzyskano korzenie wysadkowe
i nasiona.

REGENERACJA PROTOPLASTOW GATUNKOW POKREWNYCH I OKRESLENIE
PARAMETROW INAKTYWACIJI ICH GENOMOW JADROWYCH

Celem tematu byla optymalizacja parametrow inaktywacji genomu jadrowego
kolendry siewnej i kminu rzymskiego.

Opis wynikéw

W sumie przeanalizowano wplyw 4 dawek UV w zakresie od 1500 do 3000 J-m™
na rozwdj protoplastow w pozywce bazowej oraz w wzbogaconej o fitosulfoking (PSK)
i putrescyne (Pu).

W warunkach kontrolnych kmin charakteryzowal si¢ niemal dwukrotnie wicksza
zdolnoscig do tworzenia agregatow komorkowych w porownaniu do kolendry.
Po zastosowaniu promieniowania UV, komorki obu obiektow reagowaty podobna,
obnizong zdolnos$cig do formowania agregatow komorkowych. Po 2 miesigcach kultury
obserwowano wigkszg ilos¢ tkanki kalusowej w wariantach wzbogaconych w PSK i Pu
w stosunku do pozywki bazowej, przy czym kmin wykazywal wigksza intensywnos$¢
formowania tkanki kalusowej niz kolendra. Podczas dalszego prowadzenia kultury kalusa
na pozywce regeneracyjnej jedynie u kminu zaobserwowano regeneracj¢ roslin.

Ogodlnie, lepsza zdolnos¢ regeneracyjna kminu skutkowata zastosowaniem wyzszej
dawki promieniowania UV w celu inaktywacji genomu jadrowego niz w przypadku
kolendry. Dawka UV o warto$ci 2000 J m™ byta dawkg letalng dla protoplastow kolendry
— stwierdzono brak wzrostu tkanki kalusowej, mimo niskiej (lecz nie zerowej)
wydajnosci kultury. Przy tej wartosci dawki UV obserwowano jeszcze u kminu staba
intensywnos¢ formowania tkanki kalusowej, ktorej nie odnotowano juz przy dawce
2500 J-m™na pozywce niesuplementowane;.
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ELEKTROFUZJA PROTOPLASTOW MARCHWI Z WYKORZYSTANIEM ROZNYCH
INAKTYWATOROW GENOMOW ORGANELLOWYCH

Celem tematu bylo uzyskanie komoérek cybrydowych po inaktywacji genomow
organellowych biorcy CMS (1) kwasem jodooctowym (IOA) oraz (2) amidem kwasu
jodooctowego (IOAA).

Opis wynikéw

Komponentami fuzji byty protoplasty wyizolowane z populacji wyselekcjonowanych
pod wzgledem okreslonych wariantow allelicznych markerow jadrowych i plazmotytow
organellowych, tak, aby mozliwa byla skuteczna i pewna identyfikacja zregenerowanych
cybryd. W celu bezposredniej selekcji cybryd po elektrofuzji, protoplasty akceptora CMS
(traktowane IOA lub IOAA) barwiono izotiocjanianem rodaminy, natomiast protoplasty
donora CMS (traktowane promieniowaniem UV) barwiono diooctanem fluoresceiny
(FDA). Do inaktywacji genomoéw organellowych wytypowano 4 sublinie biorcy CMS.

Zastosowana procedura izolacji protoplastow oraz parametry inaktywacji i elektrofuz;ji
umozliwity uzyskanie komorek cybrydowych po inaktywacji genomow organellowych
biorcy CMS zarowno kwasem jodooctowym, jak i amidem kwasu jodooctowego.
Fluorochromy w zastosowanych stezeniach umozliwily identyfikacje komorek
cybrydowych, charakteryzujacych si¢ podwojna fluorescencja. W celu ograniczenia
wycieku barwnikow z komorek oraz zmniejszenia labilnosci blon komorkowych,
protoplasty przed jak i po fuzji inkubowano w niskiej temperaturze. Dzigki temu
zastosowane barwniki wykazywaly silng fluorescencje i dlugo utrzymywaty si¢
w komorkach, co umozliwito wczesng selekcje komodrek cybrydowych.

SELEKCJA, REGENERACJA I WZROST ROSLIN HYBRYDOWYCH

Celem tematu byta: (1) selekcja komodrek cybrydowych bezposrednio po
przeprowadzonej fuzji protoplastow, (2) aktywacja podziatbw mitotycznych
u wyselekcjonowanych produktow fuzji poprzez wykorzystanie systemu nianki oraz (3)
regeneracja roslin cybrydowych.

Opis wynikéw

Weczesna selekcja cybryd przeprowadzona za pomoca mikromanipulatora sprzezonego
z mikroskopem odwrdconym byta skuteczna. W sumie wyselekcjonowano 200 cybryd,
po 50 z kazdego wariantu elektrofuzji. Podzialy mitotyczne u wyselekcjonowanych
komorek cybrydowych byly aktywowane poprzez wykorzystanie kultury nianki. W tym
celu w jednym naczyniu hodowlanym, ale odseparowane membrang insertu, umieszczano
protoplasty cybryd oraz protoplasty nianki czyli protoplasty charakteryzujace si¢ wysoka
aktywnos$cig mitotyczng. Podczas prowadzenia kultury komoérek cybrydowych
obserwowano tworzenie si¢ pojedynczych agregatow komorkowych, pierwsze z nich
pojawiaty si¢ migdzy 10 a 20 dniem kultury. Ogdlna liczba tworzacych si¢ agregatow
byta stosunkowo niska, gdyz jedynie 1,5% z 200 wyselekcjonowanych cybryd weszto
w podzialy komoérkowe. Zaproponowany uktad eksperymentalny, tj. fuzja
komplementarna w polaczeniu z bardzo wczesna selekcja komorek cybrydowych
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z wykorzystaniem mikromanipulatora, testowany byl po raz pierwszy. W trakcie
realizacji tegorocznych eksperymentdéw udato si¢ poznaé stabe punkty tak zaplanowanego
uktadu 1 w przysztosci bedzie mozna je wyeliminowac. Te stabe punkty to gtownie
umiej¢tnosci techniczne pozwalajace na szybkie wylawianie komorek cybrydowych,
ktore sg bardzo delikatne i przy tego typu manipulacjach moga bardzo latwo zostac
uszkodzone. Dodatkowym mankamentem w tegorocznych do$wiadczeniach byly
nicoczekiwane trudno$ci, zwigzane z kielkowaniem nasion wytypowanych
do eksperymentéw sublinii biorcy i dawcy CMS, co skutkowato przesunigciem
zaplanowanych pierwotnie termindéw fuzji. W zwiazku z powyzszym wyselekcjonowane
cybrydy sa wciaz na etapie regeneracji.
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Wykorzystanie metod biotechnologicznych
do poszerzenia zmiennos$ci genetycznej
warzyw kapustnych

Biotechnological methods for broadening of the genetic diversity in brassica
vegetables

Stowa kluczowe: protoplasty, elektrofuzja, markery molekularne, androgeneza, linie DH

ZADANIE 1. OPRACOWANIE METODY OTRZYMANIA MIESZANCOW
SOMATYCZNYCH KAPUSTY GLOWIASTEJ (BRASSICA OLERACEA VAR. CAPITATA)
ZNOWYMI, WARTOSCIOWYMI CECHAMI

Badania nad elektrofuzjg protoplastow kapusty glowiastej prowadzone w roku 2018
wykazaty, ze efektywno$¢ fuzji zalezata od ploidalnosci tgczonych ze sobg protoplastow
i wigcej komorek ulegajacych potaczeniu obserwowano po fuzji obiektow diploidalnych
niz haploidalnych. Dziatanie polem elektrycznym nie wptywato negatywnie na proces
regeneracji $ciany komorkowej ani na zywotno$¢ protoplastow, ale mialo wpltyw
na podziaty komorkowe i obnizato aktywno$¢ mitotyczng (do 6%) w poréwnaniu
z kontrolg (14-21%). Liczba rozwijajacych si¢ kalusow zalezala od genotypu, a
w kombinacjach fuzyjnych wigcej ich bylo po potaczeniu protoplastow haploidalnych.
Na pozywce regeneracyjnej otrzymane kalusy sukcesywnie tworzg pedy.

Analiza cytometryczna kalusa otrzymanego w wyniku fuzji symetrycznej wykazata
roznice w wielkosci komorek pomiedzy frakcjg embriogenna i nieembriogenna. Pedy
otrzymane w wyniku fuzji protoplastow haploidalnych byly 2n Iub 1n, a otrzymane
w wyniku fuzji protoplastow dwu obicktow diploidalnych byly 4x lub 2n. Ponadto
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analiza wykazata znaczny udzial pedow o niezbalansowanej ploidalno$ci, ktore byty
miksoploidami. W jadrach komérkowych kalusa pochodzacego z kultur poddanych fuzji
obserwowano wigcej (6—10%) komorek z wieloma jaderkami (4—5 szt.) w poréwnaniu
do kontroli (1-2%). Zwickszona liczba jaderek w jadrze komodrkowym moze byc
skorelowana w wyzsza ploidalnoscig tych komorek.

Walidacja metodyki inaktywacji genomu cytoplazmatycznego wykazata roznice
w reakcji na jodoacetamid (IOA) migdzy badanymi obiektami. W pierwszej dobie
po izolacji obserwowano spadek zywotno$ci protoplastéw wraz ze wzrostem stezenia
IOA i czasem dziatania. Podzialy komérkowe zostaly zahamowane po zastosowaniu
1 lub 5 mM IOA przez 20 min. (zaleznie od obiektu).

W badaniach nad otrzymaniem cybrydoéw inaktywacja jadra komorkowego przepro-
wadzona zostala za pomoca promieniowania UV, a genomu cytoplazmatycznego
za pomocg IOA. Wydajnos¢ fuzji asymetrycznej zalezata od jakosci protoplastow po
traktowaniu IOA 1 byla wyzsza, gdy obnizono do 4°C temp. podczas inaktywacji
mitochondriow. Aktywno$¢ mitotyczna komoérek po fuzji asymetrycznej byta zahamo-
wana (2%) w poréwnaniu z kontrola (30-39%). Przyczyneg takiego stanu upatruje si¢
w negatywnym wplywie obydwu stresow (IOA w polaczeniu z dzialaniem pola
elektrycznego) podczas fuzji protoplastow. Powyzsze wyniki wskazuja na potrzebg
optymalizacji metodyki fuzji asymetrycznej uwzgledniajacej jednoczesne testowanie
wplywu IOA oraz pola elektrycznego na jakos$¢ protoplastéw i wydajnosc fuzji.

ZADANIE 2. OPRACOWANIE MARKEROW MOLEKULARNYCH DO OCENY STATUSU
MIESZANCOWOSCI REGENERANTOW OTRZYMANYCH W WYNIKU
EKSPERYMENTOW FUZIJI

Celem tematu badawczego byto okreSlenie pochodzenia genomu jadrowego i typu
cytoplazmy u regenerantow uzyskanych w wyniku fuzji protoplastow. Prowadzono takze
zapylenia w celu otrzymania nasion pokolen F3 i BCISI do mapowania genow
odpornosci na kite.

Przy zastosowaniu markeré6w jadrowych, ktore rdéznicowaty rodzicow, u zadnego
z badanych regenerantow — produktow réznych kombinacji fuzji protoplastow nie
wykazano charakteru mieszancowego. Zastosowanie markeréw cytoplazmatycznych
wykazato obecno$¢ cytoplazmy normalnej (N) lub sterylizujgcej Ogura u badanych
regenerantow.

Uzyskano kolejne pokolenia F3 i BC1IS1 — po skrzyzowaniu obiektu wrazliwego
i odpornego na kit kapusty. Otrzymane z tych nasion rosliny mozna poddaé testowi
odporno$ciowemu oraz genotypowaniu na skale genomowa, co pozwoli uzyskaé
informacj¢ o lokalizacji genetycznych determinant odpornosci na kile kapusty.
Otrzymane pokolenia mozna takze wykorzysta¢ do uzyskania linii wsobnych (RIL/IBC)
zutrwalong zmiennoscia w zakresie odpornosci na kite. Linie tego typu pozwola
na wielokrotng (w powtorzeniach) i wieloaspektows analizg badanej cechy.
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ZADANIE 3. OTRZYMYWANIE I CHARAKTERYSTYKA PODWOJONYCH HAPLOIDOW
KAPUSTY PEKINSKIEJ (BRASSICA RAPA L. SUBSP. PEKINENSIS)

Badania nad ro$linami DH, a nastgpnie liniami DHRloraz DHR2 otrzymanymi
w wyniku indukcji androgenezy u kapusty pekinskiej wykazatly, ze indukcja androgenezy
w 2016 roku zakonczyla si¢ otrzymaniem 58 ro$lin, ktére pochodzity z androgenicznych
zarodkéw Enduro F1 i Janin F1. Adrogeniczna populacja sktadala si¢ z roslin o roznej
ploidalnosci: 59% roslin byto diploidami a 41% tetraploidami. Kwiatostany ro§lin DH
byly rozwinigte prawidtowo a zywotnos¢ pytku wahata si¢ od 55 do 97%. Wykonano
zapylenia wsobne, aby otrzymac¢ nasiona DHR1. 33% zapylonych roslin DH zawiazato
nasiona. W grupie ro$lin bez nasion przewazaly formy o ploidalnosci 4%, pomimo
wysokiej zywotnosci pytku. Zebrano ponad 1700 nasion DHR1. Ocena biometryczna
ro$lin 14 linii DHR1 wykazata wyrownanie cech wewnatrz liniowe. U wigkszosci
obiektow gtowki byly ksztaltu cylindrycznego, $rednio zwarte, polotwarte, sSrednia masa
glowki wahata si¢ od 0,7 do 1,2 kg, z przewaga gtowek o masie 0,9 kg. Analiza
markerem SSR (starter ACMP 790) wykazata homozygotyczno$¢ wszystkich badanych
roslin pokolen DHRI1.

Z androgenezy w 2015, w 2018 wysiano nasiona 13 wyselekcjonowanych linii DHR1
w celu otrzymania pokolenia DHR2. Zakwitto 117 ro$lin DHR1. Zywotno$é pytku byta
wysoka ($rednia 90%). Wykonano zapylenia wsobne i zebrano ponad 6 tys. nasion
DHR2.

Z androgenezy w 2014, w 2018 oceniono 14 linii DHR2 pochodzacych z mikrospor
YU i Kilakin F1. Analiza biometryczna cech morfologicznych i zdrowotnos$ci wykazata
bardzo wysokie wyréwnanie wewnatrz badanych linii DHR2 i byta zgodna z oceng ich
wyjsciowego pokolenia DHR1. Natomiast analiza molekularna linii DHR2 za pomoca
markera SSR (starter ACMP 790) wykazala, ze w przypadku 13 z 14 przebadanych linii
DHR2 profil markerowy pokrywal si¢ z profilem rosliny DH, z ktérej pochodzity
i rosliny tych linii byly homozygotami. Jedynie wérdd roslin jednej linii obserwowano
obraz §wiadczacy o braku wyrownania genetycznego. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
w przypadku kapusty pekinskiej haploidyzacja pozwala na znacznie skrocenie czasu
(do ok. 3 lat) potrzebnego do otrzymania homozygotycznych linii, ktéore mogg by¢
wlaczone do programéw hodowlanych.
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Otrzymanie nowej zmiennosci genetycznej warzyw
kapustowatych przy wykorzystaniu krzyzowan
oddalonych w rodzaju Brassica

Development of the new genetic diversity of vegetable brassicas by the use of distant
hybridization

Stowa kluczowe: Brassica sp., krzyzowania oddalone, embryo-rescue, FCM, FISH, cechy
morfologiczne

CEL BADAN

Celem podjetego tematu jest 1) wygenerowanie nowej zmiennosci genetycznej
w wyniku prowadzenia krzyzowan pomiedzy uprawnymi formami z rodzaju Brassica
oleracea oraz Brassica rapa a genotypami oddalonymi i dzikimi w obrebie gatunkow
z rodzaju Brassica, 2) analiza nowo wytworzonych form mieszancowych z uwzglednie-
niem cech anatomicznych, cytogenetycznych i morfologicznych oraz ich rozmnozenie
generatywne 3) ocena przydatnosci kolejnych pokolen generatywnych form
hybrydowych jako zrodta cennych gospodarczo cech jakosciowych oraz odpornosci na
stresy biotyczne i abiotyczne dla hodowli warzyw kapustowatych.

Celem badan prowadzonych w roku 2018 bylo wytworzenie nowych form
mieszancowych pokolenia BC; oraz BC, pomigdzy uprawnymi gatunkami oraz
genotypami oddalonymi i dzikimi z rodzaju Brassica oleracea, Brassica napus i Brassica
rapa w wyniku zastosowania technik in vitro izolowanych zarodkow oraz krzyzowan
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klasycznych, ocena nowo wytworzonych mieszancéw pod wzgledem cech anatomicz-
nych, morfologicznych, cytologicznych cytogenetycznych oraz pod wzgledem zdolnosSci
do rozmnazania generatywnego, a takze ocena przydatno$ci nowych form uzytkowych
jako zrédta cennych gospodarczo cech jakosciowych oraz odpornosci.

WYNIKI

Dla dwunastu mieszancow mi¢dzygatunkowych B. oleracea * B. napus pokolenia R,
wykonano 25 krzyzowan wstecznych na okoto 1041 kwiatach i pakach kwiatowych,
nastegpnie dokonano izolacji 8 prawidtowo wyksztatconych zarodkow mieszancowych
oraz przeprowadzono klonowanie in vitro oraz in vivo (w kulturach hydroponicznych)
roslin pokolenia BC, oraz BC, X F; mieszancow mie¢dzygatunkowych otrzymujac 35
ros§lin. Zastosowana technika adaptacji w kulturach hydroponicznych pozwolila
na regeneracj¢ i otrzymanie zdrowych, ukorzenionych form mieszancowych charaktery-
zujacych si¢ dobrg zdrowotnos$cig, wigorem oraz brakiem anomalii rozwojowych.
Krzyzowania wsteczne metodami hodowli tradycyjnej prowadzono dla dwunastu
genotypow (B. napus x B. oleracea) pokolenia BC, otrzymanych technikg izolowanych
zarodkoéw, czterech meskosterylnych linii wsobnych kapusty glowiastej biatej
(B. oleracea var. capitata), oraz pigciu alloplazmatycznych mieszancoéw pokolenia F;.

Dla 70. krzyzowan i zapylen wsobnych mieszancow (B. napus * B. oleracea)
wykonanych na 1565 kwiatach i pgkach kwiatowych uzyskano tgcznie 1157 nasion. Dla
28 zapylen uzyskano od 1 do 142 nasion. Dla 42 krzyzowan i zapylen wsobnych nasion
nie otrzymano, co moze S$wiadczy¢ o wystgpowaniu silnych barier niezgodno$ci
krzyzowej pomigedzy tymi gatunkami.

Nowo wytworzone mieszance miedzygatunkowe B. oleracea X B. napus zostaly
ocenione pod wzglgdem cech anatomicznych, morfologicznych i cytogenetycznych.
Zgodnie z harmonogramem, dokonano oceny zawartosci jadrowego DNA (wielkosé
genomu) mieszancow B. oleracea * B. napus metoda cytometrii przeptywowej (30 geno-
typow). Przeprowadzono takze cytogenetyczng identyfikacje mieszancow Brassica
oleracea x Brassica napus oraz form rodzicielskich (24 genotypy) oraz analiz¢ pokolenia
F,, F3, BC; 1 BC, form mieszancowych Brassica oleracea x Brassica napus w warunkach
szklarniowych w fazie wegetatywnej i generatywnej (17 genotypow). Dla oceny cech
morfologicznych, warto$ci uzytkowej oraz poziomu odporno$ci mig¢dzygatunkowych
mieszancow z rodzaju Brassica w warunkach uprawy polowej przeznaczono 20
eksperymentalnych mieszancow migdzygatunkowych otrzymanych w roku 2017
w wyniku otwartego zapylenia (OP) pomiedzy oddalonymi gatunkami z rodzaju
Brassica. Oceniana populacja mieszancow byla pokoleniem silnie segregujgcym
1 odznaczata si¢ duzg zmiennoscig badanych cech.

WNIOSKI

1. Technika izolowanych zarodkéw pozwolita na otrzymanie nowych 35 roslin
mieszancowych pokolenia BC, (B. napus x B. oleracea) x B. oleracea.
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2. Potwierdzono wystgpowanie wysokiej $miertelnosci zarodkéw pokolenia BC,
(B. napus x B. oleracea) x B. oleracea, ktora byta spowodowana zanikiem chlorofilu
w trakcie regeneracji.

3. Przeprowadzenie adaptacji w kulturach hydroponicznych pozwolilo na regeneracje
ro§lin mieszancow migdzygatunkowych 1 przygotowanie ich do jarowizacji
w warunkach szklarniowych.

4. W wyniku swobodnego zapylenia otrzymano prawidtowo wyksztalcone nasiona
mieszancow pokolenia F, F, oraz pojedyncze nasiona mi¢dzygatunkowych mieszan-
cOw pokolenia BC; oraz BC; x F; B. napus x B. oleracea

5. Mieszance migdzygatunkowe B. oleracea % B. napus pokolenia F,, F,, BC; BC; X
(F\xF,) wykazywaly duze zréznicowanie pod wzgledem wielko$ci genomu
jadrowego.

6. Zastosowanie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ z sondami rDNA pozwolilo
na identyfikacj¢ chromosoméw markerowych w formach rodzicielskich oraz
w analizowanych formach mieszancowych.

7. Roznice w liczbie i wzorze loci rtDNA w analizowanych mieszancach wskazuja na
liczne reorganizacje zachodzace w genomach poliploidalnych (wynikajace z nie
roéwnomiernego crossing-over oraz rearanzacji chromosomowych).

8. Mieszance miedzygatunkowe B. napus *x B. oleracea pokolenia BC,, BC; x F{/F, 1 F,
x F, charakteryzowaly si¢ wyraznym zréznicowaniem cech anatomiczno-
morfologicznych zarowno w fazie wegetatywnej jak i1 generatywnej. Trzy mieszance
pokolenia BC; x F|/F, wytwarzaly kwiaty m¢skoptodne.

9. Oceniana populacja byla silnie zrdéznicowana zaréwno pod wzgledem cech
anatomiczno-morfologicznych, uzytkowych, zdrowotno$ci i wyréwnania. W wyniku
prowadzonych badan otrzymano bogata kolekcje genotypow, ktéora moze zostaé
wykorzystana do tworzenia nowych form uzytkowych.
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Identyfikacja rejonow w genomie grochu,
warunkujacych wybrane parametry sprawnosci
fizjologicznej, jako istotnego elementu odpornosci
na stresy abiotyczne

Identification of the regions in the pea genome, responsible for selected parameters
of physiological efficiency, as an important element of resistance to the abiotic
stresses

Stowa kluczowe: efektywnos¢ wykorzystania azotu i fosforu u grochu, markery molekularne, QTL,
wspotczynnik tolerancji na stres

Uzyskany postep hodowlany w minionych kilkudziesieciu latach byt przede
wszystkim konsekwencjg poprawiania indeksu zniwnego. Dalsze rezerwy w zwigkszaniu
produktywnosci roslin tkwig w odporno$ci na stresy abiotyczne i biotyczne. Dlatego
szczegodlne znaczenie majg badania nad efektywnoscia proceséw fizjologicznych roslin.
Groch wykorzystuje azot atmosferyczny poprzez jego biologiczne wigzanie. Proces
zachodzi z wykorzystaniem energii zgromadzonej podczas fotosyntezy. W warunkach
optymalnych proces ten zabezpiecza zapotrzebowanie rosliny na azot. Jednak w warun-
kach stresu, wptywajacego na fotosynteze (susza, niedobor fosforu) zaopatrzenie w azot
okazuje si¢ niewystarczajgce (Fischinger i Schulze, 2010). Przypuszcza si¢, ze lokalizacja
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w genomie rejonow efektywnosci wykorzystania azotu i fosforu u grochu pozwoli
na okre$lenie wzajemnych relacji ze sprawnoscia fotosyntezy i wylegania ro$lin. Poprawa
architektury i stabilno$ci tanu grochu, ilosciowe i1 jakoSciowe ulepszanie plonu,
zwigkszenie efektywnosci procesu wykorzystania azotu oraz odporno$¢ na stresy
biotyczne i abiotyczne nalezg do kluczowych kierunkéw badan z zakresu postgpu
biologicznego.

W 2018 doswiadczenie szklarniowe i polowe dotyczylo dwdch roznych populacii:
szklarnia [CarnevalxMP1401, afilaxafila], doswiadczenie polowe [Wt10245xWt11238,
acaciaxforma tradycyjna]. Plon z do$wiadczenia szklarniowego byt zblizony
w warunkach optymalnych i w warunkach stresowych do plonu z 2017 r., dla tej samej
populacji mapujacej. Linia MP1401 wytwarzata wyzszy plon niz linia Carneval (warunki
szklarniowe, warunki stresowe). Charakteryzowala si¢ lepszymi lub podobnymi
do drugiej linii parametrami wykorzystania azotu, natomiast gorszymi parametrami
wigzania azotu. W badanych liniach potomnych, w warunkach kontrolowanych, w stresie
azotowym malat parametr wykorzystania azotu — azotowy indeks plonu NHI. Wartos¢
efektywnosci wykorzystania azotu w formowaniu masy generatywnej (NERge,) rowniez
malata. Parametry wigzania azotu wzrastaly w niedoborze azotu. Stresowe warunki
polowe redukowaty plon w populacji [Wt10245xWt11238] o ok. 24% w Przebedowie
i017% w Wiatrowie na stanowisku stabym. Indeks plonu pozostawat na zblizonym
poziomie. Stwierdzone wartosci, efektywnosci wykorzystania azotu w formowaniu ziarna
(NERg,,) 1 aktywnosci nitrogenazy w populacji [Wt10245xWt11238] byly nizsze, niz
stwierdzone w tej samej populacji w roku poprzednim. Wartos¢ azotowego indeksu plonu
(NHI) byta wyzsza niz w roku 2017.

W warunkach kontrolowanych zaobserwowano istotna, pozytywna korelacje (p<0,05)
pomiedzy plonem z rosliny, a azotowym indeksem plonowania i efektywnoscia
wykorzystania azotu w formowaniu masy nasion. W warunkach niedoboru azotu
korelacje pomigedzy plonem, a parametrami gospodarki azotowej malaty. W warunkach
polowych stwierdzono istotne korelacje (p<0,01) pomigdzy plonem z rosliny, a efektyw-
noscig wykorzystania azotu w ksztaltowaniu nasion (NER,,) (Wiatrowo optym. 0,72,
Wiatrowo niskie 0,67, Przebedowo stresowe 0,62). Istotna byla réwniez negatywna
korelacja pomiedzy plonem 2z ro§liny, a efektywnoscia wykorzystania azotu
w formowaniu masy wegetatywnej (NER,.,) (Wiatrowo optym. -0,65, Wiatrowo niskie
—0,62, Przebedowo stresowe -0,44). Parametry gospodarki azotowej u grochu znaczgco
wptywaty na wysoko$¢ plonu. Im bardziej stresogenne srodowisko, tym nizszy byt udziat
parametréow fizjologicznych w ksztattowaniu plonu w badanym w tym roku zestawie
linii. W warunkach polowych widoczny byt wzrost aktywno$ci nitrogenazy
w poréwnaniu z warunkami szklarniowymi (810 wobec 70 nMC,H,/rosling/godzing
w warunkach optymalnych; 271 wobec 99,4 nMC,H./rosling/godzing w warunkach
stresowych). Nalezy pamigta¢, ze w warunkach szklarniowych i polowych testowano
2 rozne populacje mapujgce. Linia rodzicielska Wt10245 wykazala mniejszg wartosé
wspotczynnika tolerancji w poréwnaniu do linii Wt11238 dla obydwu polowych
lokalizacji stresowych w odniesieniu do lokalizacji optymalnej. Dos$wiadczenie
szklarniowe pozwolito na wyznaczenie wspolczynnika tolerancji na niedobor azotu
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(warunki kontrolowane). Linia Carneval wykazata wyzsza tolerancje na niedobor azotu
niz linia MP1401. Natomiast wspotczynniki tolerancji wyznaczone z doswiadczen
polowych wskazywaty na tolerancj¢ nie tylko na niedobor azotu, ale rowniez na nadmiar
fosforu, potasu, wapnia, niedobér Fe, Zn, Mn. Przebedowo uznano za lokalizacje
stresowa ze wzgledu na niedobdr zawartosci azotu, duzy nadmiar wapnia, niedobor Fe,
Mn, wysokie pH.

Efektywnos¢ wykorzystania azotu i fosforu u grochu to parametry silnie skorelowane
ze wzrostem i produktywnoscia roslin. Jednym ze sposobdéw zwigkszania wykorzystania
fosforu jest minimalizowanie akumulacji P w glebie w formach zwigzkéw organicznych
i mineralnych. Z tej przyczyny dla praktyki rolniczej niezbedne jest rozpoznanie
mozliwo$ci stopnia wykorzystania fosforu przez ro$ling, ktory w przesztosci ulegh
nagromadzeniu. Poprzez wlasciwy dobor gatunkow roslin mozliwe jest utrzymanie
zyzno$ci gleby i ograniczenie strat sktadnika. Gtowna idea uprawy roslin nastawiona jest
na zwickszenie wudzialu ros$lin motylkowatych w procesie efektywniejszego
wykorzystania fosforu (Gaj, 2013). Linia rodzicielska Wt10245 miata wyzsza niz
Wt11238 wartos¢ fizjologicznej efektywnosci wykorzystania azotu NERg, ale nizsza
fosforu PERg. Efektywno$¢ wykorzystania fosforu PERg byta nizsza o 18% niz w 2016
(157 w 2016 mg/mg, 128 mg/mg w 2017).

Srednia zawarto$¢ lignin, dla badanej grupy 20 linii grochu, byta nizsza od notowanej
w 2017 roku o 1,9%. Linia Carneval byla linia mniej wylegajaca niz MP1401 w III
terminie. Analiza korelacji pomiedzy procentowa zawartoscig lignin w todydze, a
wyleganiem i wysokoscig roslin wykazala negatywna istotng korelacj¢ (p<0,01)
pomigdzy zawartoscia lignin w todydze, a wyleganiem w I terminie oraz z wysokos$cia
ro§lin, a takze pozytywna w Il terminie. Laczy si¢ to z wcze$niejszymi wynikami
uzyskanymi w ramach Postgpu Biologicznego. Stwierdzono wowczas ujemng korelacje
wylegania w 1 i 2 terminie z wysoko$cig rosliny.

Prace nad uzupelieniem mapy genetycznej zmierzalty do natozenia QTL gospodarki
azotowej grochu. Wykryto 18 QTL dla cech zwiazanych z gospodarka azotowa w warun-
kach kontrolowanych oraz 23 QTL w populacji [Wt10245xWt11238]. Cickawym
rejonem wydaje si¢ by¢ rejon w VB grupie sprzezen w poblizu markera GAPA w pop.
[CarnevalxMP1401] i markerow cp, te w populacji [Wt10245xWt11238] warunkujacy
NERg efektywno$¢ wykorzystania azotu w formowaniu masy nasion, w pop.
[CarnevalxMP1401] i NAC ilos¢ pobranego azotu/ wazon oraz NERv efektywno$¢
wykorzystania azotu w  formowaniu masy  wegetatywnej w  populacji
[Wt10245xWt11238].
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Analiza bior6znorodnosci zasobéw genowych soi
przydatnej do hodowli w warunkach klimatycznych
Polski 1 opracowanie metodyki krzyzowania
miedzygatunkowego Glycine max x Glycine soja

Analysis of biodiversity of soybean gene resources useful for breeding in climatic
conditions of Poland and development of interspecific Glycine max % Glycine soja
crossing methodology

Stowa kluczowe: banki gendow, Glycine max, Glycine soja, kolekcje, krzyzowanie
mig¢dzygatunkowe, materialy wyjsciowe

CEL BADAN

Brak odpowiednich materialow wyjSciowych, dostosowanych do warunkow
klimatycznych Polski w duzym stopniu ogranicza mozliwosci hodowli nowych odmian.
Szczegoblnie istotne jest znalezienie genotypdw soi tolerancyjnych na zmiang dtugosci
dnia oraz zawigzujacych strgki w temperaturach nizszych niz optimum biologiczne.
Wykorzystanie genotypow dzikiego gatunku Glycine soja, pochodzacych z rejonow
naszej szeroko$ci geograficznej moze da¢ szans¢ na wyselekcjonowanie genotypodw
dobrze zaadaptowanych do naszego klimatu. Dlatego tez gldéwnym celem projektu jest
gromadzenie 1 stala analiza $wiatowych zasobow genowych soi pod katem ich
przydatnosci do warunkéw klimatycznych Polski, ocena przydatnosci dzikiego gatunku
Glycine soja jako materiatu wyjsciowego do hodowli, opracowanie efektywnych metod
krzyzowania soi i otrzymanie mieszancoéw miedzygatunkowych pomigdzy Glycine max
i Glycine soja.
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W ramach zdania nr 43 w 2018 r. realizowano dwa tematy badawcze. Celem
pierwszego byla charakterystyka cech fenologicznych, morfologicznych oraz cech
komponentéw plonu genotypow soi zgromadzonych w latach 2016, 2017 i 2018 oraz
ocena potencjatu plonowania najlepszych genotypéw soi G. max z genotypow
zgromadzonych w 2014 i 2015 roku. Celem drugiego tematu bylo przeprowadzenie
obserwacji kwitnienia w warunkach polowych i szklarniowych genotypdéw G. soja oraz
ocena zmienno$ci roslin pokolenia F; otrzymanych z ro$lin pokolenia F, mieszancow
miedzygatunkowych G. max x G. soja

METODYKA I WYNIKI

W ramach realizacji pierwszego tematu zalozono pi¢¢ doswiadczen polowych,
w ktorych materiatem do badan byto tacznie 289 genotypow soi zgromadzonych w KG
i HR w latach 20142018, a otrzymanych z bankow gendéw i kolekcji z USA (Soybean
Germplasm Collection), Kanady (Gene Resources of Canada), Japonii (Japanese Soybean
Core Collection), Rosji (Leguminous Crops Genetic Resources Department z N.I
Vavilov RIPI) oraz z zasobow roznych panstw europejskich. Do doswiadczen wiaczono,
jako genotypy kontrolne odmiany: Augusta, Mavka, Aligator, Petrina i Merlin.

Doswiadczenia zostaty zatozone w RGD Dton i w Szelejewie — Danko HR Sp. z. o.0.
(1 do$wiadczenie). Powierzchnia poletka 2 m*, a w do§wiadczeniach z ocena potencjatu
plonowania 9 m’ (ukfad bloki losowane w trzech powtérzeniach). We wszystkich
doswiadczeniach przeprowadzono obserwacje faz fenologicznych oraz opracowano
biometryczne cechy morfologiczne i komponentéw plonu (5 lub 10 typowych roslin).
W doswiadczeniach z oceng potencjalu plonowania zwazono rowniez mas¢ nasion
z poletka i przeliczono na plon z 1 ha.

W trzech pierwszych do$wiadczeniach oceniono 269 genotypow, ktore roznity sie
znacznie pod wzgledem przebiegu kwitnienia, dlugosci okresu wegetacji oraz
analizowanych cech komponentéw plonu. Na podstawie oceny genotypow w do$wiad-
czeniu pierwszym stwierdzono, w obu lokalizacjach, bardzo zblizone wyniki dotyczace
wysokosci roslin, wysokosci osadzenia pierwszego strgka, czy liczby nasion w straku.
W doswiadczeniu w Szelejewie analizowane genotypy posiadaty zdecydowanie wigcej
pedow bocznych, a tym samym wigksza liczbe nasion z rosliny w poréwnaniu do RGD
Dton. Srednio w obu lokalizacjach zanotowano zblizong $rednia MTN oraz bardzo duzy
zakres zmienno$ci tej cechy. W doswiadczeniu drugim genotypy otrzymane z kolekcji
z Japonii, jako genotypy o bardzo krotkim okresie wegetacji, w warunkach RGD Dton
charakteryzowatly si¢ bardzo zr6znicowanym okresem wegetacji (od potowy sierpnia do
polowy pazdziernika). Stosunkowo duza liczba analizowanych genotypow odznaczalo si¢
duza MTN, ale przy matej liczbie nasion i malej masie nasion z rosliny. W do$wiad-
czeniu trzecim (100 nowych genotypow) obserwowano duzg liczbe interesujacych
genotypow: o bardzo wysokim osadzeniu pierwszego strgka, o duzej liczbie pgdow
bocznych i liczbie strgkdw z rosliny.

Oceniane pod wzgledem plonu w do$wiadczeniu czwartym genotypy soi plonowaty
nizej niz odmiana kontrolna Aligator (32,96 dt/ha). Na uwage zasluguje genotyp K 9922,
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ktory plonowal zaledwie o 1,48 dt/ha mniej niz odmiana kontrolna. Zdecydowana
wigkszo$¢ genotypow analizowanych w doswiadczeniu pigtym charakteryzowata sie
srednim potencjalem plonowania. Plon genotypu D 80 wyniost 30,74 dt/ha (plon
odmiany Aligator w tym do$wiadczeniu wynosit 34,81 dt/ha). Wyniki do$wiadczen 4 i 5
potwierdzaja fakt, Zze ws$rod sprowadzonych w latach 2015-2016 genotypow
kolekcyjnych nie ma takich o wyzszym plonie od zarejestrowanych odmian kontrolnych.

W temacie badawczym drugim przeprowadzono obserwacji kwitnienia 5 genotypow
G. soja otrzymanych z kolekcji: Soybean Germplasm Collection (USA): PI 522184,
PI538411A, PI1538411B, PI1507825 i P1464870. Z gatunku G. max wysiane, jako
odmiany kontrolne odmiany soi wczesne 1 poézne: Augusta, Merlin, Mavka, Aligator
i Petrina. Nasiona zostaty wysiane w warunkach polowych w Ogrodzie Doswiadczalnym
KGiHR w Poznaniu w 3 terminach: 18.04, 08.05, i 04.06.2018 r. a w szklarni
w terminach: 25.04., 11.05. i 22.05.2018. Odmiany kontrolne w szklarni Augusta
i Aldana. Obserwacje ro$§lin w dotyczyly faz fenologicznych: terminu kwitnienia,
dlugosci okresu kwitnienia i dlugo$ci okresu wegetacji.

Ocena zmienno$ci roslin pokolenia F3 otrzymanych z roslin pokolenia F, mieszancow
mig¢dzygatunkowych G. max x G. soja. przeprowadzono w RGD Dton. Wysiano 99
potomstw ro$lin zebranych w 2017 r. z 2 kombinacji krzyzowania Mavka x PI507825,
Annushka x PIS07825, W rozstawie 50 cm wysiano od 1 do 20 rzedéw kazdego
potomstwa o dlugosci 3 m. Pomigdzy potomstwami wysiano odmiany mateczne Mavka
i Annushka oraz odmiany wzorcowe Augusta i Aligator. Obserwacje dotyczyly cech
fenologicznych kwitnienia oraz zebrano wybrane dojrzate rosliny i opracowano cechy
komponentéw plonu.

Przebieg kwitnienia soi w 2018 r. roznit si¢ znacznie od przebiegu kwitnienia
w poprzednich latach. Przyjete 3 terminu siewu w wydluzonych odstgpach czasu:
kwiecien, maj i czerwiec nie zapewnily podazy kwiatow do krzyzowania pomigdzy
genotypami G. max i G. soja. Spowodowane to byto gtownie wysokimi temperaturami
w calym okresie wegetacji soi i w konsekwencji znacznym skréceniem dtugosci okresu
kwitnienia szczegolnie genotypow G. max. Wysokie temperatury spowodowaly rowniez,
ze trudno byto znalez¢ kwiaty G. soja odpowiednie do przeprowadzenia zapylenia.

W potomstwach rosliny mieszancowych pokolenia F; otrzymanych w wyniku
krzyzowania migdzygatunkowego G. max x G. soja obserwowano silng segregacj¢ pod
wzgledem wszystkich obserwowanych cech. Zdecydowana wigkszo$¢ ro$lin
charakteryzowata si¢ cechami dzikiego rodzica G. soja: niezdeterminowanym typem
i bardzo dtugim okresem wegetacji i z tego powodu nie zostala zebrana. Wsrdd roslin
z obydwu kombinacji krzyzowania wybrano jednak segreganty korzystne z punktu
widzenia celow hodowli soi w Polsce: rosliny wysokie, wysoko zawigzujace I strak,
ros§liny zawigzujace duza liczbe strakéw i nasion z ro$liny, rosliny, z ktorych zebrano
duza mase i ros§liny o duzej] MTN. Duza liczba tych roslin, szczegoélnie z potomstw
z kombinacji krzyzowania Mavka x PI507825, moze stanowi¢ cenny materiat wyjsciowy
do dalszej hodowli.
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Identyfikacja uktadow allelicznych genow
fotoneutralnosci 1 wczesnosci oraz opracowanie
metodyki otrzymywania ro$lin homozygotycznych u soi

Identification of alleles arrangement of photoneutrality and earlines genes
and development of methodology of obtaining homozygous soybean plant

Stowa kluczowe: fotoneutralno$¢, geny wczesnosci, homozygotyczno$¢, metoda pojedynczych
nasion, soja

WSTEP

Niedostosowanie wigkszosci genotypow soi do szerokosci geograficznej Polski
wynika z faktu, ze soja jest gatunkiem dnia krotkiego. Dlatego tez, genotypy soi
przeniesione w warunki dnia diugiego wydtuzaja okres wegetacji i nie dojrzewaja lub
dojrzewaja zbyt p6zno w warunkach Polski. Dlugos$¢ okresu wegetacji zalezy od wielu
genéow (EI1-E10) i QTL kontrolujgcych czas kwitnienia i dojrzewania u soi,
wplywajacych jednoczesnie na reakcje fotoperiodyczng roslin. Drugg istotng cecha jest
typ konczenia wzrostu pedu, rzutujacy rowniez na dlugos¢ okresu kwitnienia roslin.
W warunkach Polski do uprawy korzystny jest semizdeterminowany typ wzrostu
warunkowany przez dominujacy allel genu Drf2. Znajomos$¢ uktadu alleli gendw
wczesno$ci 1 determinacji pedu w materiatach wyjsciowych pozwoli na lepsze dobranie
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genotypow do programoéw hodowli w warunkach Polski. W zwiazku ze wzrostem
zainteresowania uprawg soi w Polsce bardzo wazne jest szybkie wyhodowanie nowych
odmian. Jedng z szans na przyspieszenie hodowli jest zastosowanie metody pojedynczych
nasion (SSD — single seed descend).

CELE ZADANIA

W ramach zadania 105 w 2018 r. realizowano trzy cele: 1) uzyskanie metodyki
genotypowania soi markerami molekularnymi gwarantujacej powtarzalnos¢ i odtwarzal-
no$¢ pomiaréw w zakresie wariantow allelicznych pigciu genow wczesnosci kwitnienia
i dwoch genow zdeterminowania wzrostu u soi przy uzyciu linii referencyjnych oraz
wybranych materialow kolekcyjnych o r6znym fenotypie, 2) przeprowadzenie obserwacji
fenotypowych (terminu kwitnienia i dojrzewania) 150 genotypow referencyjnych
i kolekcyjnych soi w warunkach polowych oraz 3) przeprowadzenie do$wiadczenia
szklarniowego w celu otrzymania 2 pokolen soi w jednym roku.

W pierwszym temacie badawczym materialem do badan bylo 20 genotypoéw soi
wybranych z materiatéw kolekcyjnych KG i HR, w tym genotypow referencyjnych o zna-
nym uktadzie alleli genéw wczesnosci sprowadzonych z Soybean Germplasm Collection
(USA), z kolekcji Japanese Soybean Core Collection (Japonia) i z kolekcji Plant Gene
Resources of Canada (Kanada).

WYNIKI

Wstepng optymalizacje procedur diagnostycznych przeprowadzono na kilku liniach
dla wszystkich opublikowanych markerow (36) w celu rozeznania mozliwosci
wykorzystania ich do genotypowania materiatow hodowlanych (wybrania 20 markerow
do analiz). Wykazano, ze tradycyjnymi metodami mozna okresli¢ polimorfizm dla 33
markerow. Na podstawie przeprowadzonej optymalizacji wybrano 20 markerdéw, dla
ktorych wykonano analize genotypow referencyjnych (stosujac trzy powtodrzenia
biologiczne i 2 powtorzenia techniczne w celu weryfikacji powtarzalno$ci uzyskiwanych
wynikow). Analizy genotypow referencyjnych wykazaty, ze np. genotyp nr 1 (Fiskeby V)
ma nastepujacy uklad alleli (genotyp): dti-b, dt2, e2, e4-SORE-1, E7, e9-toyo, el0.
Natomiast genotyp nr 13 — odmiana Harosoy nalezaca do II grupy wczesnosci (bardzo
pozna) ma uktad alleli: Dtl, Dt2, E2-In, E3, E4, E9 i el(0. Uzyskano wysoka
powtarzalnos¢ wynikow 1 wydajno$¢ amplifikacji PCR dla wszystkich analizowanych 20
markerow. W przypadku markerow flankujacych polimorfizm krétkich powtérzen
sekwencji (SSR) zaobserwowano wystepowanie kilku alleli (marker nr 7 dla genu Dt2
i marker nr 27 dla genu E7). Wielkos¢ produktu tych alleli jest zgodna z wielko$ciami
podawanymi w danych literaturowych.
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WNIOSKI

— Polimorfizm 33 z 36 markeréw jest mozliwy do odczytania przy uzyciu typowych
procedur diagnostycznych stosowanych w laboratoriach (PCR, -elektroforeza,
trawienie restrykcyjne).

— Analize¢ 26 markerow mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu standardowego zelu
agarozowego, za§ 7 wymaga agarozy wysokiej rozdzielczos$ci.

— Walidacja 20 markeréw w puli 20 linii referencyjnych molekularnych potwierdzita ich
przydatno$¢ do oceny podloza molekularnego wczesno$ci kwitnienia i zdetermino-
wania wzrostu w zréznicowanym materiale genetycznym pochodzacym z europej-
skich, azjatyckich i amerykanskich kolekeji soi.

W drugim temacie badawczym materiatem do badan byly genotypy referencyjne
o znanym uktadzie alleli gendw wczesnosci badane w temacie 1 oraz linie wlasne
i odmiany wczesne wybrane z kolekcji KGiHR. Razem w do$wiadczeniu oceniano 150
genotypow soi.

Doswiadczenie zatozono 20.04.2018 na polu doswiadczalnym KG i HR w RGD Dton.
W doswiadczeniu jedno-powtérzeniowym wysiewano od 20 do 50 nasion w zaleznosci
od liczby nasion otrzymanych z bankow gendéw. Nasiona wysiewano na poletkach
o wielkosci 2 m* w rozstawie 50 cm. Przeprowadzono obserwacje faz fenologicznych
oraz opracowano biometryczne cechy morfologiczne i komponentéw plonu.

WNIOSKI

— Oceniane w doswiadczeniu 150 genotypoéw soi roznito si¢ znacznie pod wzgledem
przebiegu kwitnienia, dlugosci okresu wegetacji oraz analizowanych cech
morfologicznych i komponentéw plonu.

— Dlugo$¢ okresu wegetacji genotypow referencyjnych byla zroznicowana (118-178
dni), co $wiadczy o ich prawidlowym wyborze i umozliwi powigzanie ukladoéw
allelicznych genoéw wczesnosci z ich wptywem na dojrzewanie ro$lin soi w warun-
kach klimatycznych Polski.

— Zmienno$¢ cech morfologicznych i komponentow plonu genotypow referencyjnych
odzwierciedlata zmienno$¢ badanych cech w calym do$wiadczeniu, a $rednie warto$ci
cech genotypow referencyjnych byly takie same jak $rednie wartosci cech catego
doswiadczenia.

Trzeci temat badawczy dotyczacy otrzymania 2 pokolen soi w jednym roku metoda
pojedynczych nasion byt realizowany w szklarni KG i HR oraz szklarni w Szelejewie
(Danko Hodowla Roslin Sp. z o. 0.). Materiatem do do$wiadczenia byly 2 pokolenia
mieszancowe soi (F3 i F4) z 2 kombinacji krzyzowania migdzyodmianowego (Szelejewo)
i 2 kombinacji krzyzowania miedzygatunkowego G. max x G. soja (KG i HR). Zatozono
Tacznie 4 doswiadczenia w 2 (Szelejewo) i 3 (KG 1 HR) powtoérzeniach. W doswiad-
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czeniach badano wplyw obsady ro§lin na 1m’ na zawigzanie strakow i nasion.
Zastosowano obsady: 156, 363 i 630 roslin/m’.

WYNIKI

Dos$wiadczenie w terminie wiosennym, z pokoleniem F;, zatozono w KG i HR
i w Szelejewie w podobnym czasie 5 i 11 kwietnia. W Szelejewie rosliny zebrano 11
lipca, tj. po 98 dniach od siewu, natomiast w KG 1 HR dojrzewanie ro$lin byto w obrebie
palet bardzo zr6znicowane. W konsekwencji tego zbierano z roslin dojrzate straki od 11
do 18 lipca, tj. po 91-98 dniach od siewu. Zebrane z roslin pokolenia F; nasiona wysiano
w KG i HR 3 sierpnia, a w Szelejewie 22 sierpnia. Pomimo wcze$niejszego o 19 dni
siewu, rosliny soi w szklarni KG i HR, pochodzace z krzyzowania mi¢dzygatunkowego,
zbierano w okresie 4-20 grudnia, podczas gdy w Szelejewie rosliny zebrano 19 listopada,
tj. po 89 dniach od siewu.

WNIOSKI

— Srednia liczba strakoéw i nasion z roéliny byta najwyzsza przy najmniejszej obsadzie
roslin i malala wraz ze wzrostem obsady. Najwicksza obsada ro$lin 630/m’
zapewniala otrzymanie z rosliny $rednio 3,15-5,6 nasion, co jest wystarczajaca liczba
nasion dla metody pojedynczych nasion.

— W warunkach szklarniowych zaréwno w KG i HR, jak i w Szelejewie mozna
otrzyma¢ dwa pokolenia soi w jednym roku.
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Badania nad gametyczng embriogenezg u Lupinus
angustifolius L. — indukcja haploidéw 1 analiza
genetycznego podloza tego procesu

Research on gametic embryogenesis in Lupinus angustifolius L. — haploid induction
and analysis of the genetic basis of this process

Stowa kluczowe: androgeneza, gynogeneza, haploidy, identyfikacja haploidéw, krzyzowanie
oddalone, tubin waskolistny

WSTEP

Lubin waskolistny obok tubinu zottego jest podstawowym gatunkiem uprawnym
zrodzaju Lupinus. Do wzrostu jego znaczenia w ostatnich latach przyczynilo si¢
obnizenie poziomu alkaloiddw w nasionach i1 wyselekcjonowanie form o polowej
odpornosci na antraknozg. Jest on gtownie uprawiany, jako roslina rotacyjna ze zbozami,
oraz pastewna wykorzystywana w Zywieniu zwierzat. Przelomem w badaniach
genetycznych u tubinu waskolistnego byto wyprowadzenie przez badaczy australijskich
rekombinowanych linii wsobnych RILs, co umozliwito opracowanie pierwszej mapy
genetycznej. Kolejnym krokiem w badaniach genetycznych bylo zsekwencjonowanie
genomu odmiany Tanjil, ktorej genom zostat przyjety jako referencyjny dla tego gatunku.
Istotnym roéwniez etapem bylo wyprowadzenie w latach 2002—2010 linii RILs technika
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SDS, w oparciu o rodzime tto genetyczne (Katedra Genetyki, Hodowli Roslin
i Nasiennictwa Wroctaw) i skonstruowanie mapy genetycznej (Kozak, 2014).

Na tle osiggnie¢ u innych gatunkoéw proby uzyskania haploidéow i dihaploidow
u Fabaceae sg ciagle na etapie wstepnych badan. Z kilkuset gatunkéw zaliczanych do tej
rodziny, zaledwie u 16 otrzymano zregenerowane pojedyncze ros$liny haploidalne
na drodze androgenezy wykorzystujgc kultury pylnikowe lub izolowane mikrospory.
Przeprowadzone dotychczas prace skupialy si¢ nad podniesieniem wydajnoSci procesu
haploidyzacji. Pierwsze haploidalne tkanki kalusa w androgenicznej kulturze pylnikow
Pisum sativum otrzymali Gupta i wspolpracownicy 1972 roku. Nastepnie Mokhtaarzaden
i Constantin (1978) opisali mozliwos$¢ zastosowania kultur pylnikowych do wyprowa-
dzenia haploidalnych ro$lin u Trifolium alexandrinum, Glycine max. W rodzaju Lupinus
podejmowane byly proby indukcji haploidow rowniez w kulturach pylnikowych oraz
izolowanych mikrospor, ale konczyly si¢ tylko otrzymaniem tkanki kalusowej,
wielokomorkowych struktur czy prozarodkow (Omerod i Caligari, 1994; Skrzypek i in.,
2008; Kozak i in., 2012). Opracowanie metod indukcji haploidow i dihaploidéw
przyczynitoby si¢ do postgpu w badaniach genetyczno-hodowlanych u tubinu
waskolistnego oraz poznania genetycznego podtoza haploidyzacji. Proponowany projekt
badawczy stanowi nowos$¢, poniewaz w $wiatowej literaturze brak jest aktualnych
informacji na temat poznania procesoOw gametycznej embriogenezy u tego gatunku.

CEL BADAN

Realizacja projektu w pierwszym roku badan — 2018 zostala podzielona na trzy

czescl, ktorych celami zasadniczymi byty:

— analiza wptywu pylku obcego gatunku oraz indukcji gynogenezy na rozwoj komorek
woreczka zalgzkowego,

— charakterystyka procesu androgenezy u wybranych genotypow L. angustifolius oraz
przygotowanie bibliotek cDNA,

— opracowanie zestawu markerow SNP do identyfikacji haploidow 1 linii
homozygotycznych oraz 20 sekwencji sond do FISH.

METODY BADAN

W pierwszej czgséci projektu do krzyzowania oddalonego wykorzystano 4 genotypy
lubinu waskolistnego (‘Emir’, ‘Karo’, ‘Graf’, LAE1) oraz pytek dwoch genotypow
lubinu andyjskiego (LM 13 oraz LM 34) i pylek dwoch genotypow tubinu zéttego (500
oraz Przl.). Stupki na drugi dzien po przepyleniu traktowano 2,4 D (100 mg/l).
Z kwiatow usuwano przed zapyleniem oddalonym pylniki (jak osiggnety 2/3 dlugosci
szyjki stupka) a zapylania dokonywano na drugi i trzeci dzien. Dla przesledzenia
zachowania si¢ obcego pytku zostaty pobrane stupki/rozwijajace sie¢ straki po 48, 961 168
h od momentu przypylenia obcym pytkiem. Material po utrwaleniu zostal przeznaczony
do sporzadzenia preparatéw z wykorzystaniem biekitu aniliny i mikroskopu z fluorescen-
cjg. Przesledzono migdzy innymi zachowania si¢ pylku na znamionach oznaczajac
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intensywnos$¢ osadzania si¢ pytku w skali od 1 do 3 (I — pojedyncze ziarna pytku 2 —
kilkanascie ziaren pytku 3 — znami¢ prawie cate pokryte ziarnami pytku), % udziat
znamion z pytkiem, % udzial znamion i szyjek stupka z przerastajacymi tagiewkami,
% udziat zalagzkoéw z tagiewkami Do dalszych etapéw projektu pozostaty utrwalone
preparaty do przeanalizowania zmian w zalgzkach w roku 2019. Wykladano izolowane
zalazki, z ww. krzyzowan oddalonych na dwa rodzaje podlozy (P2 i P3),
po wezesniejszej ich dezynfekcji. Po 30 dniach kultury okreslono % udziat zalgzkow
regenerujacych w tkanke kalusowa, okreslono rodzaj tkanki kalusowe;j (I, IL, III) i udziat
zalazkoOw z poszczegbdlnymi rodzajami, a takze okreslono wielko$¢ poszczegdlnych
rodzajow tkanki kalusowej. Ponadto dla wybranych 4 genotypdéw zostaly zalozone
kultury in vitro zalazkéw po 2-3 dniach od momentu kastrowania dla zaindukowania
procesu gynogenezy. W przypadku uzyskania regenerantow w uktadach krzyzowania
oddalonego i gynogenezy przeprowadzono oznaczenia poziomu ploidalnoséci za pomoca
cytometru przeptywowego CyFlow® Ploidy Analyser (Sysmex).

Ponadto w pierwszej czegSci projektu dla sprawdzenia rozwoju zarodkow
zygotycznych w  zaleznoSci od terminu izolacji byly 4 ww. genotypy tubinu
waskolistnego, z ktorych izolowano zarodki w dwodch terminach A — po 14 dniach od
samozapylenia oraz B — 28 dniach. Dezynfekcji powierzchniowej poddawano cate
straki, a nast¢pnie izolowano zarodki na pozywke MS, potem B5 z dodatkiem 0,6 g/l
wegla aktywnego. Po miesigcu od zatozenia kultury dokonano oceny rozwoju czgsci
podziemnej (obecnos¢ lub brak korzenia,) i nadziemnej (rozwoj lub brak).

Do drugiej czesci projektu materiatem roslinnym do badan nad indukcja androgenezy
byly dwie odmiany L. angustifolius: Karo 1 Graf. W celu ustalenia optymalnego stadium
rozwojowego mikrospor z kwiatostanow obydwu obiektow pobrano paki kwiatowe
o roznej dlugosci w celu wytypowania pakow, w ktorych wystepuja mikrospory w fazie
jednojadrowej — optymalnej do indukcji androgenezy. W pakach oceniono stadium
rozwoju pylku poprzez obserwacj¢ preparatdw rozgniotowych, barwionych DAPI
i obserwowanych w mikroskopie fluorescencyjnym Axiovert S 100 wyposazonym
w lampg HBO 50 W/AC (Zeiss).

Nastegpnie kwiatostany pobrane z roslin donorowych zawierajace mikrospory w odpo-
wiednim stadium podzielono na dwie czgsci. Z jednej czesci od razu po przyniesieniu
do laboratorium pobierano paki kwiatowe odkazano i prowadzono procedure¢ izolacji
mikrospor. Natomiast drugg cz¢s¢ kwiatostanow poddano wstgpnemu traktowaniu
poprzez chtodzenie przez 1 lub 3 dni w temperaturze 4°C i po tym czasie odkazano i pro-
wadzono izolacj¢ mikrospor. Mikrospory w pozywce NLL lub MS umieszczano
w termostacie w temperaturze 32°C lub 4°C na 1 lub 3 dni bez dost¢pu §wiatta. Nastepnie
szalki przenoszono do temperatury 25°C. Po okoto trzech tygodniach szalki z termostatu
przenoszono na wytrzasarke (ok. 30 rpm), gdzie pozostawaty do konca kultury.

W drugiej czgsci tego zadania zaplanowano utworzenie biblioteki cDNA,
do w przysztosci analizy ekspresji gendow. W pierwszym roku badan catkowite RNA
wyizolowane zostalo z mikrospor dwoch genotypow tubinu waskolistnego (Graf i Karo)
w poczatkowych etapach mikrosporogenezy (stadium jednojadrowe) i androgenezy
(ziarna pytku po stresie temperaturowym). Do izolacji wykorzystany zostal zestaw
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Total RNA Mini (AA Biotechnology). Jakos¢ wyizolowanego RNA sprawdzono
za pomocg zestawu Qiaxcel RNA QC kit v2.0 (Qiagen) na urzadzeniu QIAxcel.
Na urzadzeniu Qiaxcel zmierzone zostaly rowniez takie parametry jak RIS oraz stezenie
catkowitego RNA. Wyizolowane RNA przepisano na cDNA w reakcji odwrotnej trans-
krypcji. Reakcje przeprowadzono za pomocg zestawu TranScriba (AA Biotechnology)
zgodnie z instrukcjg producenta.

Do trzeciej czesci badan w pierwszym roku wykorzystano wybrane linie RILs (20
linii) wyprowadzone metoda SDS w KGHRIiN. Markery SNP (80) do oceny stopnia
homozygotycznosci pochodzity z puli markeréw opracowanych dla tubinu waskolistnego
w ramach badan prowadzonych w KGHRIN. Do badan wybrano markery o najwyzszej
wartosci PIC. Dodatkowym istotnym kryterium podczas ich wyboru byta lokalizacja na
mapie genetycznej ,,ExL” opracowanej w ramach badan prowadzonych w KGHRIiN.
Genomowe DNA do genotypowania zostalo wyizolowane za pomocg zmodyfikowanej
metody CTAB (Clements i in., 2013). Loci SNP genotypowano metodg KASP z wyko-
rzystaniem odczynnika KASP MasterMiX KBE V2.0 (LCG Genomic) zawierajacego
wszystkie niezbedne sktadniki reakcji. Genotypowanie przeprowadzono na urzadzeniu
Ilumina Eco. Genotyp oznaczano manualnie w programie ilumina ECO, a nast¢pnie
eksportowano jako pliki tekstowy do dalszych analiz. Przygotowanie sond FISH zostato
wykonane na podstawie sekwencji genomowych oraz markerow SNP z mapy ,,ExL”.
W tym celu dla kazdego chromosomu tubinu waskolistnego z genomu referencyjnego
(Hane 1 in., 2017) wybrana zostala jedna odpowiadajagca mu grupa sprze¢zen z mapy
‘ExL’. Dla kazdej z 20 wyselekcjonowanych w ten sposéb grup wybrane zostalty markery
lokalizujace si¢ w Srodkowej czesci grupy. W kolejnym etapie sekwencje wybranych
markerow przyrownano do genomu referencyjnego tubinu waskolistnego (Hane i in.,
2017) za pomocg algorytmu BLASTn (Altschul i in., 1990). W ten sposéb wybrane
zostaly fragmenty genomu referencyjnego dtugosci do 15 kpz dla ktorych przygotowane
zostang sondy FISH wykorzystane w analizach w kolejnych etapach projektu. Analizy
markerow, BLASTn oraz wybor odpowiednich fragmentow genomu referencyjnego
wykonano po utworzeniu skryptu jezyka Python  (https://www.python.org/)
z wykorzystaniem bibliotek pandas (https://pandas.pydata.org/), NumPy (http://www.nu
mpy.org/), Biopython (https://biopython.org/) oraz pybedtools (https://daler.github.io/pyb
edtools/index.html).

WYNIKI

W pierwszym roku badan na wstgpie konieczne byto poznanie i okreslenie mozliwosci
synchronizacji termindw kwitnienia w kontrolowanych warunkach w szklarni oraz polu
form matecznych oraz gatunkéw uzywanych jako zapylaczy w krzyzowaniu oddalonym.
Z uwagi na to przeprowadzono wysiew w warunkach szklarniowym oraz polowych
wybranych genotypow. Obserwacje dowiodly, ze rosliny L. mutabilis trzeba wysiewac
wczesniej o 3 tygodnie od L. angustifolius a L. luteus o dwa. Optymalne stadium
rozwojowe woreczka zalagzkowego zostato ustalone w oparciu o poréwnanie zmian
zachowania si¢ okwiatu w procesie samozapylenia i zmian morfologicznych w kolorze
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ptatkbw w poréwnaniu do zmian w trakcie nanoszenia obcego pytku na znamiona
L. angustifolius. W pierwszej czeSci projektu przeanalizowano wptyw pylku obcego
gatunku —— tubinu zoéttego (52 chromosomy) oraz tubinu andyjskiego (48 chromo-
somow) na rozw0j woreczka zalgzkowym po zapyleniu roslin tubinu waskolistnego
(40 chromosoméw). U odmiany Emir pytek $rednio najwigcej osadzal si¢ przy
wykorzystaniu jako zapylacza L. mutabilis — LM 13 oraz L. luteus — 500 — 54-58%,
1,4-1,3 w skali. Dla ‘Karo’ najlepsze osadzanie si¢ pytku stwierdzono po uzyciu jako
donora pytku do zapylania L. luteus — 500 (75%), za$ dla LAE1 L. mutabilis — LM 34
(67%). Nastupkach ‘Karo’ odnotowano najlepsza intensywno$¢ osadzania si¢ pylku
srednio 1,6. Interesujace wyniki uzyskano dla ‘Graf’, gdyz % udzial stupkéw
z osadzonym pyltkiem byt poréwnywalny we wszystkich czterech uktadach krzyzowania
iw trzech zawierat si¢ 54% do 64% z 2 do 1,6-stopniowg oceng intensywnos$cig
osadzania si¢ pytku. Wykorzystanie krzyzowania oddalonego w niniejszym projekcie
odniosto zdecydowanie pozytywny wplyw na rozwdj strakow, co skutkowato rozwojem
tkanki kalusowej z zalgzkéw, w tym haploidalnej. Zalazki izolowane po 2-3 dniach
od usuni¢cia pylnikow, nie poddane dziataniu pytku obcego gatunku nie podjely
regeneracji w zadawalajacym procencie. Zastosowanie cytometrii przeplywowej nie
umozliwito identyfikacji poziomu ploidalnos$ci tkanki kalusowej, z uwagi na jej znikoma
ilos¢. Badania nad indukcja procesu gynogenezy bedg kontynuowane w kolejnych
etapach projektu.

U zalgzkow otrzymanych z krzyzowania oddalonego obserwowano 3 rodzaje kalusa:
igielkowaty [, krysztatkowy II, uwodniony IIl. Zalazki regenerowaly z 16Zng
czestotliwoscig w zaleznosci od genotypu, uktadu krzyzowania oddalonego i rodzaju
pozywki. U odmiany Emir najwigkszy odsetek zalazkéw ze zmianami po 30 dniach —
98% obserwowano w przypadku uzycia jako zapylacza L. luteus 500 na obu rodzajach
pozywki — P2 1 P3, co okazato si¢ zbiezne z wynikami dla osadzania si¢ pytku przy tym
uktadzie krzyzowania. Przewazal u tego obiektu rodzaj III i II tkanki kalusowej
owielkosci 1-5 mm. Dla ‘Graf” pytek L. Iluteus 500 rowniez okazal si¢ naj-
korzystniejszym zapylaczem, poniewaz powodowal regeneracje 63% oraz 78% zalazkow
odpowiednio na pozywce P3 i1 P2. U zalazkow tego genotypu dominowat 3 rodzaj tkanki
kalusowej, a jej rozwoj byt znacznie stabszy (0,5-2 mm) niz u odmiany Emir. Zalazki
‘Karo’ ulegly w najwigkszym stopniu zmianom biorgc pod uwagg rozwoj kalusa
we wszystkich wariantach zapylaczy i zastosowanej pozywki. Wielko$¢ rozwijajacej si¢
tkanki byla stosunkowo obfita we wszystkich wariantach w porownaniu do innych
obiektow. Przewazal rodzaj II i1 III. Zalazki LAE-1 pozytywnie zareagowatly
na zastosowane zapylacze, ale wyraznie ograniczajgcy wplyw miata pozywka.

Uzyskane wyniki z cytometru przeptywowego wskazaty, ze regenerujacy kalus byt na
poziomie 1x oraz 2x na kazdym z analizowanych zalagzkow. Tylko w przypadku
regenerujacych zalazkow odmiany Karo x L. mutabilis LM 13 oraz linii LAE-1 x
L. luteus 500 na pozywce P2 poziom ploidalnosci byt 1x. Badania w zakresie zmian
w woreczku zalagzkowym jako rezultatu krzyzowania oddalonego sg zaplanowane
w nastgpnych etapach projektu. W tym przypadku mozemy mie¢ do czynienia
z partenogenezg indukowang lub eliminacjg chromosoméw z zarodka mieszancowego.
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Zweryfikowanie tego stanowiska bedzie mozliwe po przeanalizowaniu preparatow
sporzgdzonych z utrwalonych zalazkow. Wcze$niejsze badania zwigzane z otrzymy-
waniem mieszancéw oddalonych w rodzaju Lupinus nie daty jednoznacznej odpowiedzi
czy mamy do czynienia z procesem haploidyzacji czy otrzymywaniem mieszancow
oddalonych (Przyborowski i Packa, 1997; Przyborowski, 2003; Wilson i in., 2008; Galek,
2010). Konieczne bedzie tez dopracowanie pozywek dla konwersji komoérek tkanki
kalusowej w rosliny na drodze morfo i organogenezy

Rozwoj zarodkdéw zygotycznych pobranych po 14 dniach od momentu samozapylenia
przebiegat wolniej niz pobranych po 28 dniach. Ponadto obserwowano spore zaburzenia
w rozwoju systemu korzeniowego u wczesniej wyizolowanych zarodkoéw zygotycznych
— stadium A. Cze$¢ pgdowa rozwijata si¢ u wszystkich zarodkow, ktore formowaty
korzenie. Zarodki pobrane w starszym stadium charakteryzowaly si¢ lepszym
ukorzenianiem powyzej 70% i dtugoscia korzeni od 2 do 3,6 cm po 14 dniach kultury.
Zarodki pobrane w stadium A ukorzeniaty si¢ w zakresie od 31 do 75% a $rednia dlugo$¢
korzeni byla o 1 cm krotsza. Zarodki zygotyczne podjely regeneracje i konwersje
w rosliny zwlaszcza, gdy uzyto starszych zarodkow (28 dni od samozapylenia), co
z pewnoscig mozna wykorzysta¢ do przyspieszenia otrzymywania linii homozygotycz-
nych na drodze SDS.

Zebrane wyniki dotyczace analizy mikrosporogenezy, w celu ustalenia optymalnego
stadium rozwojowego mikrospor do zalozenia kultury, wskazuja ze u ‘tubinu
waskolistnego czynnikiem bardziej skorelowanym ze stadium rozwojowym mikrospory
jest barwa pylnika, nie jak u innych gatunkéw, u ktérych indukowano androgeneze —
wielko$¢ paka kwiatowego (Dujis i in., 1992). Ponadto badania wykazaly, ze rozwdj
mikrospor w indywidualnym paku jest niesynchroniczny. W pylnikach pobranych
z indywidualnego paka obserwowano rozne stadia rozwojowe, np. tetrady, mikrospory
i dojrzate ziarna pytku. Uzyskane wyniki potwierdzaja doniesienia literaturowe dla tubinu
(Kozak i in., 2012) jak i innych gatunkéw z rodziny straczkowych (Croser i in., 2006).
Stan taki stwarza trudnosci w uzyskaniu jednorodnej zawiesiny komorek w celu indukcji
androgenezy w kulturach mikrospor. Kolejnym problemem bylo uzyskanie wlasciwej
gesto$ci kultury. Jak podaje literatura w celu stymulacji rozwoju mikrospor roslin
straczkowych wymagana jest stosunkowo wysoka gestos¢ zawiesiny wynoszaca ok. 100
tys. mikrospor/ ml pozywki (Bayliss i in., 2004; Ochatt i in., 2009; Croser i in., 2006).
Uzyskane wyniki wykazaty, ze w calym kwiatostanie w ktorym przecigtnie znajduje si¢
od 14-20 pakow tylko $rednio 2 z nich zawieraly mikrospory w optymalnym stadium
do indukcji androgenezy. Stan taki powoduje zuzycie duzej liczby materiatu ro§linnego
efektem, czego bylo zatozenie 1 do 2 szalek z pojedynczej izolacji. Jest to sytuacja
bardzo odmienna w porownaniu do np. roslin kapustnych gdzie z pojedynczego
kwiatostanu mozna uzyska¢ znaczng liczb¢ pakow dajaca gwarancj¢ zalozenia kultur
obejmujacych znaczaca populacje komoérek (Custers, 2003). W niniejszych badaniach
zastosowano stres temperaturowy aplikowany zaréwno na kwiatostany, jak i mikrospory
w kulturze. Pomimo zastosowania zréznicowanych kombinacji doswiadczenia (szoki
temperaturowe, pozywki) w wiekszosci kultur obserwowano brak rozwoju mikrospor.
W nielicznych przypadkach udato si¢ zaindukowa¢ podziaty mikrospor, ktore doprowa-
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dzity do otrzymania kalusa, co jest obiecujace, gdyz dotychczas opisane proby indukcji
haploidow za pomoca androgenezy konczyly si¢ otrzymaniem struktur wielojagdrowych
lub struktur zarodkopodobnych, ktore nie podejmowaly dalszego rozwoju (Croser i in.,
2006; Skrzypek i in., 2008; Kozak i in., 2012).

Dla obu badanych genotypoéw uzyskane wartos$ci stezenia i RIS pozwalajg stwierdzic,
ze wyizolowane RNA nadawalo si¢ do utworzenia biblioteki ¢cDNA, a nastgpnie
w kolejnym etapie do zsekwencjonowania i analiz DE (differential expression — analiza
zroznicowania ekspresji). Proces izolacji nie byl tatwy, z uwagi na koniecznos¢
nagromadzenia duzej liczby mikrospor, co w przypadku tubinu waskolistnego nie jest
rzecza tatwa.

llos¢ i1 jakos¢ RNA ma kluczowe znaczenie dla powodzenia eksperymentéw typu
RNAseq. Jakos¢ RNA wplywa na jako$¢ przygotowanej biblioteki. Biblioteki zlej jakosci
nie pozwalajg na generowanie odczytow wysokiej jakosci w procesie sekwencjonowania.
Odczyty stabej jakosci nie pozwalajg na przeprowadzenie wiarygodnej analizy DE (Wang
i in., 2009; Wang i in., 2012). Dlatego tak wazne jest uzyskanie po izolacji RNA
wysokiej jakosci. Ponadto stgzenie i jakos¢ RNA muszg zostaé precyzyjnie okreslone.
W przypadku przygotowywania probek do analiz RNAseq standardem jest kontrola RNA
przy pomocy urzadzenia bioanalyzer (Udvardi i in., 2008). Nie mniej jednak na rynku
istniejg takze inne systemy, ktore mogg z powodzeniem zosta¢ wykorzystane do kontroli
jakos$ci probek RNA. Jednym z takich systemow jest Qiaxcel RNA QC kit v2.0 (Sidova
iin., 2015; Unger i in., 2015). Do okreslenia jakosci RNA za pomoca
Qiaxcel RNA qC kit v2.0 stuzy parametr RIS (RNA Integrity Score) okreslajacy stosunek
18S rRNA do28S rRNA (Sidova i in., 2017). System ten zostal wykorzystany
z powodzeniem w naszych badaniach.

Genotypowanie markerami SNP 20 wybranych linii RILs za pomoca 80 markerow
SNP pozwolilo na ocen¢ stopnia homozygotycznosci wybranych linii. Na 20 analizo-
wanych linii 18 wykazalo pelng homozygotyczno$¢ w 80 badanych /Joci. Dwie
analizowane linie wykazaly heterozygotyczno$¢ w trzech (linia EL/02/1/53) oraz pigciu
(linia EL/02/1/7) analizowanych loci. Analiza markeréw DArTseq pozwolila na wytypo-
wanie 46 z nich zlokalizowanych w centralnej czes$ci grup sprzgzen mapy ExL. Najwiecej
markeréw zlokalizowanych byto na chromosomie NLL-16 — 9 markeréow. Na o$miu
chromosomach zlokalizowano po jednym markerze (NLL-01, NLL-02, NLL-03, NLLO04,
NLL-07, NLL-09, NLL-10, NLL-18). Na pozostatych chromosomach lokalizowato si¢ od
2 do 4 markerow. Sekwencje sond zapisano w pliku fish.fasta. Osiemnascie z dwudziestu
sond majg dtugos$¢ 15 kpz, natomiast sondy chromosomu NLL-05 oraz NLL-08 9710 pz
oraz 8826 pz. W obrebie 15 sond zlokalizowanych zostato po jednym markerze DArTseq.
Dla pozostaltych byly to dwa lub trzy markery. Opracowane markery i sondy FISH beda
podstawa w przysztosci do identyfikacji haploidow, czy podwojonych haploidow.

WNIOSKI

1. Zarodki zygotyczne podjety regeneracje i konwersje w rosliny zwtaszcza, gdy uzyto
starszych zarodkoéw (28 dni od samozapylenia), co z pewnoscig mozna wykorzystaé

353



Lupinus angustifolius L

do przyspieszenia otrzymywania linii homozygotycznych z wykorzystaniem
procedury SDS.

2. Generalnie pylek obcych gatunkéw osadzat si¢ na znamionach analizowanych
4 genotypow L. angustifolius, kietkowat i docierat do zalazka. Procesy te przebiegaty
w roznym nasileniu. Planowane badania w roku 2019 powinny dostarczy¢ informacji,
czy mamy do czynienia z powstawaniem zygot i pézniejszg eliminacjg chromosomow
czy partogeneza.

3. Jako zapylacza proponuje si¢ pylek L. luteus 500 w krzyzowaniach oddalonych lub
L. mutabilis LM 34.

4. Zalazki ‘Karo’ ulegly w najwigkszym stopniu zmianom biorgc pod uwage rozwdj
kalusa we wszystkich wariantach zapylaczy i zastosowanej pozywki.

5. Uzyskano przy wykorzystaniu krzyzowania oddalonego kalus na poziomie 2x i 1x, a
tylko w przypadku regenerujgcych zalgzkéw odmiany Karo x L. mutabilis LM 13
oraz linii LAE-1 % L. luteus 500 na pozywce P2 poziom ploidalnosci byt 1x.

6. Optymalne stadium rozwojowe do zakladania kultur izolowanych mikrospor znajduje
sie w Srodkowej czesci kwiatostanu.

7. Odmiana Graf w kulturze pylnikéw okazata si¢ przydatna do indukcji tkanki
kalusowej, aczkolwiek zbyt mata jej ilo§¢ nie pozwolita na ocen¢ poziomu
ploidalnosci.

8. Izolacja RNA i utworzenie biblioteki cDNA daje podstawy do kontynuowania badan
nad genetycznym podtozem procesu androgenezy.

9. Opracowane markery i sondy FISH be¢da podstawg do identyfikacji haploidow, czy
podwojonych haploidow.
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Cecha wczesnosci kwitnienia u tubinu biatego 1 tubinu
zoltego — podstawy genetyczne 1 molekularne

Early flowering traits of white lupin and yellow lupin — genetic and molecular
backgrounds

Stowa kluczowe: termin kwitnienia, wernalizacja, phenotypowanie, mapowanie genetyczne,
sekwencjonowanie DNA, sekwencjonowanie RNA

TEMAT BADAWCZY 1

Realizacj¢ zadania podzielono na cztery tematy badawcze.

Celem tematu badawczego 1 bylo otrzymanie linii pokolenia F5 z krzyzoéwek tubinu
z0ttego PPRH444/14x3Parys i QParysx3dPRH444/14 oraz poznanie wymagan
wernalizacyjnych wybranych linii z kolekcji tubinu biatego.

W stacji Hodowli Ros$lin Smolice, Oddziat w Przebedowie, wysiano nasiona z poko-
lenia F4: QPRH444/14x3Parys i QParysxdPRH444/14. Uzyskano plon z 200 linii
z kazdej kombinacji krzyzowkowej w iloSci wystarczajacej (z rezerwa na ewentualne
powtorzenia) do kontynuacji prac w nastepnych latach.

Doswiadczenie ukierunkowane na ocen¢ terminu kwitnienia tubinu biatego zatozono
w warunkach szklarniowych (z wernalizacja i bez wernalizacji). Badano 110 linii z ko-
lekcji (Poznanska Hodowla Roslin, Oddzial Wiatrowo) oraz 2 linie rodzicielskie
populacji mapujacej (Kiev Mutant i P27174). Doswiadczenie wykazato, ze w kolekcji
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wystepuje znaczna zmiennos$¢ zardwno terminu wigzania pgkow, kwitnienia, dojrzewania
strakow, jak 1 odpowiedzi w zakresie tych trzech cech na wernalizacje. Dla linii
wernalizowanych $redni termin od wysiania do wigzania pakow zawieral si¢ w zakresie
26-50 dni, za$ nie poddanych wernalizacji: 31-76 dni. Srednia liczba dni do inicjacji
kwitnienia wynosita 33—61 dni dla roslin wernalizowanych (w 2015 roku: 38—77 dni)
1 37-80 dni dla niewernalizowanych (w 2015 roku: 43—87 dni). Zaobserwowano duze
zroznicowanie odpowiedzi na wernalizacje — od przyspieszenia kwitnienia o 34 dni
do catkowitej termoneutralno$ci. Sg to wyniki podobne do tych uzyskanych w 2015 roku
(zakres od -36 do +2 dni). Linie wczesne po wernalizacji przyspieszaty termin kwitnienia
0 1-6 dni. Najwicksze zrdznicowanie tej cechy wystepowalo w liniach poéznych
(przyspieszenie o 10-32 dni). Wptyw wernalizacji na termin dojrzewania strakow byt
statystycznie istotny dla linii posrednich i pdznych — $rednie przyspieszenie terminu
dojrzewania wynosito okoto 7 dni.
Whioski
— Cecha weczesnosci kwitnienia tubinu biatego jest cechg ilo$ciowa, warunkowang
przez kilka niesprzezonych ze sobg genow.
— Linie rodzicielskie populacji mapujacej tubinu biatego istotnie rdéznig si¢ terminem
kwitnienia i wymaganiami wernalizacyjnymi.

TEMAT BADAWCZY 2

Celem tematu badawczego 2 byta identyfikacja miejsc polimorficznych réznicujacych
linie rodzicielskie populacji mapujacej oraz wybrane linie wczesne 1 pdzne tubinu zéttego
w obrebie sekwencji homologéw znanych genow uczestniczacych w procesie indukcji
kwitnienia i opracowanie na tej podstawie markeréw molekularnych. Zestaw sekwencji
obejmowat nastepujace geny:

— integratory szlakéw indukcji kwitnienia: FLOWERING LOCUS T (FTala, FTalb,

FTcl, FTc2), UNIFOLIATA (UNla, UNIb);

— geny ze szlaku wernalizacyjnego: FRIGIDA, VERNALIZATION INDEPENDENCE 3;
— geny ze szlaku autonomicznego: FLOWERING LOCUS D, FLOWERING PROTEIN A

(FPAa, FPAD), FY, SQUAMOSAG;

— gen inicjujacy kwitnienie w odpowiedzi na stresy abiotyczne: BROTHER OF FT AND

TFLI,

— geny indukujgce kwitnienie w zalezno$ci od temperatury TERMINAL FLOWER 1

(TFLla, TFL1b), PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4;

— gen ze szlaku fotoperiodycznego: CYCLIC DOF FACTOR 3;
— gen regulujacy dojrzewanie nasion: MOTHER OF FT AND TFLI;
— geny indukcji kwitnienia w ramach rytmu dobowego: EARLY FLOWERING 1, EARLY

FLOWERING 3, EARLY FLOWERING 4, SKI-INTERACTING PROTEIN I,

— gen zlokalizowany w obrebie jednego z loci QTL wczesnosci kwitnienia tubinu
biatego: DNAJIO.

Loci polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP) pomiedzy liniami rodzicielskimi
polskiej populacji mapujacej (PRH444/14 x Parys) zidentyfikowano dla 8 genow, zas
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pomiedzy liniami rodzicielskimi australijskiej populacji mapujacej (Wodjil x P28213)

dla 19 genéw. Polimorfizm insercji/delecji zidentyfikowano dla 3 genow (PRH444/14 x

Parys) oraz dla 10 genow (Wodjil x P28213). Zaprojektowano 2 markery typu PCR,

6 CAPS i 2 dCAPS (PRH444/14%Parys) oraz 3 markery typu PCR, 19 CAPS i 1 dCAPS

(Wodjil x P28213).

Whioski

— Obserwowany poziom polimorfizmu mig¢dzy liniami wczesnymi a poéznymi lubinu
z6ltego jest zblizony do tego, ktory wystepuje u tubinu waskolistnego i biatego.

— Zaprojektowane markery polimorficzne zakotwiczone w sekwencjach genow
zwigzanych z procesem indukcji kwitnienia bedg mogly by¢ wykorzystane
do mapowania genetycznego w obrgbie dwoch populacji mapujacych tubinu zoéttego
— polskiej i australijskie;j.

TEMAT BADAWCZY 3

Celem tematu badawczego 3 bylo poznanie profilu ekspresji i sekwencji genow
kwitnienia dla linii rodzicielskich populacji mapujacej oraz wybranych linii wczesnych
1 poznych tubinu zéttego metoda sekwencjonowania nowej generacji.

Materiatem badawczym byto 5 linii wybranych na podstawie obserwacji
fenotypowych, polimorfizmu markerow DNA oraz danych literaturowych: Wodjil —
wczesna, termoneutralna, z Australii; P28213 — po6zna, wymagajaca wernalizacji,
z Portugalii; Population Sewilla-4 — pozna, wymagajaca wernalizacji, z Hiszpanii; Parys
— posrednia, z Polski; PRH 444/14 — bardzo wczesna, termoneutralna, z Polski.

Doswiadczenie zostato zalozone w warunkach kontrolowanych w Centrum Uprawy
Roslin IGR PAN (z wernalizacjg i bez wernalizacji): temperatura 18°C (noc) / 22°C
(dzien), fotoperiod 16 godzin, wilgotnos¢ 50-70%. Do izolacji RNA i sekwencjonowania
RNA pobrano tkanke li$ci 28 i 35 dni po wysianiu nasion.

Analiza roéznicowa ekspresji gendw wykazata, ze wigkszo$¢ homologéw znanych
genow kwitnienia byla aktywna ekspresyjnie we wszystkich badanych warian-
tach/genotypach. Dla niektérych genow zaobserwowano zrdéznicowanie poziomu
ekspresji dla poszczegdlnych kopii w zalezno$ci od terminu, genotypu lub zastosowanej
wernalizacji. Okreslono geny kandydujace, ktore moga odpowiada¢ za ceche wczesnosci
kwitnienia u linii termoneutralnych.

Whioski
— Niektore homologi gendéw indukcji kwitnienia u tubinu zéltego ulegly duplikacji

i subfunkcjonalizacji (dywergencji).

— Zidentyfikowano dwa geny kandydujace, ktére prawdopodobnie odpowiadajg
za zniesienie wymagan wernalizacyjnych i wczesno$¢ kwitnienia linii PRH444/14.
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TEMAT BADAWCLZY 4

Celem tematu badawczego 4 bylo opracowanie markerow do rutynowego
genotypowania gtownych QTL cechy wczesnosci kwitnienia tubinu biatego i okreslenie
za ich pomoca profilu tych QTL w swiatowej kolekcji tego gatunku.

Podczas realizacji tego zadania w latach 20162018 okreslono 5 loci QTL wczesnosci
kwitnienia (IN-5N), ktore byly wspolne dla wszystkich doswiadczen, w ktorych nasiona
nie byly wernalizowane (do$wiadczenia polowe w latach 2004, 2005, 2015 i doswiad-
czenie szklarniowe w 2016). Do genotypowania wybrano 10 markeréw, po 2 na kazde
locus QTL weczesnosci kwitnienia. Uzycie markeréw zakotwiczonych w genach
kandydujacych pozwolito na analiz¢ frekwencji alleli odpowiadajacych za pozne
kwitnienie linii P27174 w kolekcji i czestoSci rekombinacji wokot tych loci.
Zidentyfikowano, ze allel ,,p0zny” 4N zawiera jedna linia, allel ,,p6zny” IN zawieraja
dwie linie, allel ,,p6zny” genu 2N posiadajg 4 linie, allel ,,p6zny” genu SN ma 18 linii, za$
allel pézny genu 3N — 33 linie. Zaobserwowano szybki spadek wspotczynnika
nierownowagi sprz¢zen w miar¢ oddalania si¢ od gendéw kandydujacych za wyjatkiem
locus 5N.

Whioski
— Uzyskany zestaw markerow pozwala na wiarygodng identyfikacje alleli

dla wszystkich pigciu gtownych loci wezesnosci kwitnienia tubinu biatego.

— Wprowadzenie odporno$ci na antraknoze¢ z dzikich linii etiopskich do linii
udomowionych jest mozliwe jedynie przy uzyciu linii wczesnych i termoneutralnych
niespokrewnionych z linig Kiev Mutant.

— W kolekcji znajduja si¢ co najmniej cztery linie, ktore moga by¢ uzyte jako donory
wczesno$ci kwitnienia w krzyzowaniach z komponentami z Etiopii.
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Analiza zmiennos$ci genetycznej 1 piramidyzacja
gendw warunkujacych cechy uzytkowe tubinu biatego

Estimation of genetic variability and pyramiding of genes controlling agricultural
traits of white lupin

Stowa kluczowe: alkaloidy, antraknoza, tubin bialy, krzyzowania zblizajace, mutageneza, thuszcz,
wczesno$é

CEL TEMATU I BADAN

Lubin bialy ma jeden z najstarszych rodowodow sposrdd gatunkow uprawianych
w Europie. Jego uprawa w Egipcie datuje si¢ na rok 330 p.n.e., skad poprzez Grecje
dotart do Wiloch. Z uwagi na mniej korzystne warunki klimatyczne w Centralnej Europie
gatunku tego nie uprawiano, a dopiero udane do$wiadczenia Wulfena w Niemczech
w roku 1810 zwrdcily uwage na wartos¢ roslin tubinu biatego w uzyznianiu gleby. Dotad
lubin bialy np. w Polsce i w Niemczech nie stat si¢ tak rozpowszechniony (gtownie
z powodu braku odpowiednich odmian) jak tubin zotty, a zwlaszcza waskolistny. Jest
gatunkiem mato poznanym od strony genetycznej. Aby zwigkszy¢ jego powierzchnig
uprawy 1 wykorzystanie nalezy ulepszy¢ w odmianach uprawnych kilka cech: weczesno$¢
i odpornos¢ na antraknoze¢ oraz obnizy¢ zawartos¢ alkaloidow i podwyzszy¢ zawartosé
thuszczu. Celem proponowanych badan w aspekcie wieloletnim jest zidentyfikowanie
i selekcja pozadanych cech tubinu biatlego w $wiatowych zbiorach kolekcyjnych lub
wsrod mutacji indukowanych, okreélenie sposobu dziedziczenia oraz taczna introdukcja
cech do genotypoéw o wysokiej wartosci uzytkowej. Rownolegle opracowanie populacji
mapujacej, ktorej typ okresla si¢ w literaturze jako ,,magic population” stanowi¢ bedzie
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punkt wyjscia do poglebionych badan genetyczno-molekularnych. Realizacja powyz-
szego jest niezbednym warunkiem, aby lubin bialy stal si¢ cenionym gatunkiem
uprawnym, konkurencyjnym dla gléwnych ro$lin strgczkowych, zZrodtem wysoko-
energetycznej paszy biatkowej dla drobiu i trzody chlewne;.

WYNIKI

W ramach zdania 42 badania realizowano w trzech nastgpujacych tematach
badawczych:

1. Temat badawczy 1: Indukowanie mutacji. Selekcja w mutagenezie tubinu biatego
jest ukierunkowana na identyfikacje zmutowanych form o wczesnym dojrzewaniu
i korzystnym hodowlanie fenotypie obserwowanym w polu. W roku 2014 traktowano
chemomutagenem (MNU) nasion krajowej odmiany uprawnej Butan trzema
wybranymi dawkami mutagenu dla uzyskania populacji mutacyjnych w kolejnych
latach 1 pokoleniach. Prace w biezagcym roku obejmowaty pokolenie M,

2. Temat badawczy 2: KrzyZzowania zblizajace. Uwzgledniaja one dwie cechy
(zawarto$¢ thuszczu 1 wezesnos¢ dojrzewania) i zréznicowane podloze genetyczne
(odmiany uprawne). Druga para cech w krzyzowaniach zblizajgcych uwzglednia
zawarto$¢ alkaloidow i odporno$¢ na antraknozg i zréznicowane podtoze genetyczne
(odmiany uprawne). W biezacym roku rozpoczeto prace nad oceng sposobu
dziedziczenia alkaloidow jak réwniez nad taczng inkorporacja cechy wczesnosci
i wysokiej zawarto$ci tluszczu do jednego genotypu na drodze krzyzowania
zblizajacego.

3. Temat badawczy 3: Wyprowadzanie populacji mapujacej. W roku ubieglym
z krzyzowki formy dzikiej z odmiang uprawng (AL. 22 x Boros) uzyskano nasiona
ro$lin F,, a w roku biezagcym rosliny pokolenia F;.

TEMAT 1

W biezacym roku (pokolenie Ms) oceniano stopien wczesnosci 123 form wczesnych
lub dojrzewajacych na poziomie odmiany Butan wybranych w ubiegltorocznym pokoleniu
M,. Material obejmujacy 68 form z dawki mutagenu 0,8 mM i 55 z dawki 1,2 mm
potwierdzit obecnos¢ form wczesnych w tegorocznym pokoleniu Ms i trafnos¢ ich
selekcji w roku ubieglym. Na podstawie obserwacji polowych z ocenianego materialu
pochodzacego z obydwu dawek mutagenu ujawniono 18 najwcze$niejszych form w
porownaniu z odmiang kontrolng Butan. Czg¢$¢ obiektéw (24 formy mutacyjne)
dojrzewato jeden lub dwa dni p6zniej. Pozostale formy zaliczono do grupy wczesnych,
dojrzewajacych na poziomie odmiany Butan, uznawanej w krajowych wykazie odmian
lubinu biatego za wczesnie dojrzewajacg. Pod wzgledem cech struktury plonu generalnie
formy mutacyjne ustegpowaly wysokoplennej odmianie Butan, aczkolwiek zidenty-
fikowano nieliczne formy mutacyjne plenniejsze lub plonujace co najmniej na jej
poziomie. O wlasciwym doborze dawek mutagenu moze $wiadczy¢ ich efektywnosé
w kierunku pojawiania si¢ migdzy innymi ro$lin o zmianach morfologicznych, roslin
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chlorotycznych i o zmienionej barwie kwiatow. Na szczegdlne wyrdznienie zashuguje
zidentyfikowanie jednej formy o znacznej tolerancji na fusarium, jak i dwoch form
epigonalnych, przy tradycyjnym charakterze wzrostu jaki reprezentuje odmiana
wyj$ciowej Butan.

TEMAT 2

W odniesieniu do pierwszej pary cech (trzy kombinacje: forma o zwigkszonej
tolerancji na antraknoz¢ x odmiana i formy niskoalkaloidowe % odmiana) w roku
biezgcym analizowano rosliny pokolenia Fy

Analizy na zawarto$¢ alkaloidow w potomstwie mieszancowym pokolenia F,
pochodzacym z trzech kombinacji krzyzowkowych pozwolity ujawni¢ szeroki zakres
zmiennos$ci tej cechy jak i w dalszej kolejnosci dokona¢ wyboru mieszancow o bardzo
niskiej zawarto$ci alkaloidow w poroéwnaniu z wzorcem, ktorg byla odmiana uprawna
Butan. Wykazano, ze najkorzystniejsza kombinacjg krzyzowkowa byta krzyzowka B17
(niskoalkaloidowa odmiana Amiga x odmiana uprawna Pikador) w ktorej ujawniono
najwiecej niskoalkaloidowych mieszancow w zakresie zmienno$ci od 0,0004%
do 0,0395%, przy $redniej zawartosci alkaloidow na poziomie 0,0242% w nasionach
wzorca, odmiany Butan. Dla 11 form o najnizszej zawartosci alkaloidow zakres
zmiennoSci tej cechy zamykat si¢ w przedziale od 0,0004% do 0,0008%. Dla okreslenia
sposobu dziedziczenia alkaloidow wykonano krzyzowania dialleliczne w 10 kombina-
cjach krzyzowkowych, z wykorzystaniem pigciu linii o mozliwie szerokim zakresie
zréznicowania zawarto$ci alkaloidow. Posrod ocenianych obiektow kolekcyjnych
po infekcji roslin w szklarni przez grzyb Colletotrichum lupini, nie zidentyfikowano form
o peinej odpornosci na antraknoze. Stwierdzono natomiast szeroki zakres reakcji roslin
na infekcje wyrazony zréznicowanym stopniem porazenia w odniesieniu do poszczegol-
nych obiektow kolekcyjnych. Formy o najmniejszym stopniu podatnosci (zwigkszonej
tolerancji) na antraknoze w zakresie 1-2 1 2-3 w 9- stopniowej skali (9 — catkowite
porazenie) moga zosta¢ wykorzystane w dalszych etapach prac zadania badawczego.

W odniesieniu do drugiej pary cech, zastosowane kombinacje krzyzowan obicktow
kolekcyjnych o podwyzszonej zawarto$ci tluszczu 1 wezesniejszym dojrzewaniu
z wybranymi odmianami uprawnymi pozwolity na uzyskanie mieszancow pokolenia F;
0 poszerzonym zakresie zmiennosci ocenianych cech w stosunku do ich form rodziciel-
skich. Pod wzgledem efektywnosci uzyskiwania najwcze$niejszych mieszancow
podobnie jak w roku ubieglym (pokolenie F;) najlepsza okazala si¢ kombinacja Bl
(Damascus x Boros), z ktorej wyselekcjonowano mieszance Fs o najwczesniejszym
dojrzewaniu w poréwnaniu z mieszancami z pozostalych pigciu kombinacji i rodzin. Nie
mniej wartoSciowymi okazaly si¢ takze dwie dalsze kombinacje: B2 (Damascus X
Pikador) i B6 (MJS208-1 x Wat). Wskazuje to na znaczenie odpowiedniego doboru
komponentéw rodzicielskich do krzyzowan i wysoka zdolno$¢ kombinacyjng
wspomnianych krzyzoéwek z ukierunkowaniem segregacji w kierunku pojawiania si¢
form o najwcze$niejszym dojrzewaniu.
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Na podstawie wczesniej wykonanych analiz chemicznych, potwierdzono trafnosc¢
wyboru do badan w roku 2017 (F4;) kombinacji krzyzowkowej AL. 22 x Kalina.
Pozwolito to uzyska¢ w potomstwie mieszancowym szeroki zakres zmiennosci cechy
zawarto$ci thuszczu 1 sktadu kwasow tluszczowych, a w efekcie finalnym zidentyfikowac
mieszance wysokotluszczowe o korzystnym z zywieniowego punktu widzenia profilu
kwasow thuszczowych. Wysoka wartos¢ kombinacyjng tej krzyzowki potwierdzono w
tegorocznym pokoleniu Fs. Nasiona mieszancéw w tym pokoleniu okazaty si¢ bogatym
zrodlem zmiennoS$ci zawarto$ci tluszczu w szerokim zakresie od 12,1% do 15,6%.
Umozliwilo to wybraé obiekty wysokothuszczowe o zawartosci powyzej 14%, a takze
15% w nasionach trzech mieszancow. W odniesieniu do danych literaturowych, nasiona
wysokottuszczowych form tubinu bialego przewyzszaja pod tym wzglgdem nasiona
zarowno lubinu zottego jak i waskolistnego. Na podstawie ocenianych mieszancow
potwierdzono wystgpienie korzystnego stosunku kwasow omega-3 do omega-6,
(obserwowano to takze we wszystkich wczesniejszych pokoleniach), to jest kwasu
linolenowego do linolowego na poziomie 1:2. Wedlug danych literaturowych stosunek
obydwu nienasyconych kwasdéw uwazany jest za prawie idealny z diecie ludzi jak
zywieniu zwierzat. Dla lacznej inkorporacji cechy wczesnosci i wysokiej zawartosci
thuszczu w jeden genotyp wykonano krzyzowania obejmujace najwarto$ciowsze
mieszance pod wzgledem obydwu cech. W roku biezgcym uzyskano rosliny pokolenia F,.

TEMAT 3

Prace nad potozeniem genoéw i oceng grup sprzezen pozwalaja na utworzenie mapy
genetyczne] Bardzo waznym etapem jest tu opracowanie i wytworzenie adekwatnych
populacji mapujacych. Populacje te winny odznaczac¢ si¢ duzym zrdéznicowaniem miedzy
liniami, ale ponadto linie winny by¢ jednolite, czyli wysoce homozygotyczne. W ramach
prowadzonego tematu rozpoczeliSmy prace nad uzyskaniem krajowej populacji
mapujace] w tubinie bialym. Dla uwzglednienia mozliwie szerokiego polimorfizmu
wybdr form rodzicielskich oparto na duzej liczbie przeciwstawnych alleli genow
warunkujacych badane cechy uzytkowe (linia dzika X odmiana uprawna). Warunki te
spetnia linia AL 22 charakteryzujgca si¢ tradycyjnym typem wzrostu, wysoka zawartoscig
alkaloidoéw i thuszczu oraz odmiana uprawna Boros o samokonczacym typie wzrostu oraz
niskiej zawartos$ci alkaloidow i tluszczu. Z wysianych nasion rozmnazanych na polu
doswiadczalnym w Wiatrowie w roku ubieglym zebrano rosliny pokolenia F, ktérych
nasiona umozliwity w biezacym roku uzyskanie roslin pokolenia F;. Uzyskane nasiona
pozwola na kontynuacje wyprowadzania populacji mapujacej poprzez rozmnozenia
w kolejnych latach.
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Identyfikacja 1 sposob dziedziczenia genow
warunkujacych odpornos¢ na choroby grzybowe
1 niskg zawartos¢ alkaloidow w doskonaleniu wartosci
uzytkowej tubindw, ze szczegdlnym uwzglednieniem
tubinu zottego
Identification and mode of inheritance of genes underlying fungal disease resistance

and low alkaloid content in lupins improvement, with particular attention
to yellow lupin

Stowa kluczowe: alkaloidy, antraknoza, Fusarium, tubin

CEL

1. Testowanie gendéw kandydatow, w celu wytypowania gendéw zaangazowanych
w odpornos¢ na wiednigcie fuzaryjne.

2. Potaczenie niskiej zawarto$ci alkaloidow z odporno$cig na patogeny grzybowe
(Colletotrichum lupini i Fusarium sp.) w zréznicowanym podlozu genotypowym
o duzej wartoSci uzytkowe;j.
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OPIS WYNIKOW

Ad 1.

W biezacym roku na podstawie wynikow analizy ekspresji roznicowej, adnotacji
funkcjonalnej genow oraz dostgpnej literatury wybrano 6 gendéw kandydackich,
potencjalnie zaangazowanych w proces odporno$ci/podatnosci na fuzarioz¢ *tubinu
z0hego, ktorych ekspresje analizowano z zastosowaniem metody qPCR. Wybrano geny,
ktorych adnotacja funkcjonalna bezposrednio sugerowata wudziat w procesach
odpornosciowych (bPRI, TIFY6b, ABPI19a), ktore mialy zwigzek z organizacja/
modyfikacjg $ciany komorkowej (NTPCR), a takze geny ktorych podwyzszona ekspresja
moze wpltywaé na zwigkszona podatnos$¢ roslin (DMR6-OX, BON1). Znormalizowang
warto$¢ wzglednego poziomu ekspresji genow badanych w liniach porazonych
analizowano wzgledem kalibratora (prob nieporazonych). W przypadku trzech genow
(bPR1, TIFY6b, ABP19a) wykazano spadek ekspresji u linii podatnych przy jednoczesnie
niewielkim wzroscie ekspresji u linii odpornych, a dla jednego genu wykazano znaczny
spadek ekspresji u linii podatnych oraz niewielki spadek ekspresji u linii odpornych.
Dla dwodch gendéw kandydackich wykazano znaczny wzrost ekspresji u linii podatnych
oraz niewielki wzrost ekspresji u linii odpornych. Wykazany znaczny spadek ekspresji
genéw bPRI, TIFY6b, ABPI19a oraz NTPCR u linii podatnych moze wskazywaé
na zaangazowanie tych genow w odporno$¢ na patogena, natomiast zwigkszona ekspresja
genow DMR6-OX 1 BON1 u linii podatnych moze wptywac¢ na podwyzszenie podatnos$ci
na infekcje Fusarium.

Ad 2.

Zbadano zawartos¢ ogo6lng i sklad jakosciowy alkaloidow 80 prob nasion tubinu
zottego 1 waskolistnego. W znacznej czesci u obu gatunkow wykazano zawartos¢ ogolna
alkaloidow na poziomie tysigcznych czeSci procenta, co $wiadczy o duzej skutecznos$é
prowadzonej selekcji 1 wskazuje na mozliwos¢ dalszego obnizenia poziomu alkaloidéw
w nasionach.

Uzyskano 9 nowych kombinacji mieszancowych tubinu waskolistnego i zottego,
laczacych genotypy odmian uprawnych ze zroédlami odpornosci przeciwko fuzariozie
i antraknozie: W-508 (Sonate x Bolero), W-511 (W-336 x Bolero), W-659 (W-350 x
Rumba), W-663 (W-411 x Koral), Z-747 (Z-525 x Bursztyn), Z-741 (Z-525 xTalar),
Z-758 (Z-525 x Perkoz), Z-794 (Z-687 x Baryt), Z-795 (Z-687 x WTD2811).

Przetestowano 20 obiektow tubinu waskolistnego (tab. 1) oraz 40 obiektow tubinu
zottego (tab. 1) pod wzglegdem odpornosci na Fusarium sp. Silna presja selekcyjna
umozliwita wskazanie obiektoéw odpornych, mogacych byé¢ zréodlem genetycznej
odpornosci — szczegdlnie Z-566, R26/16 1 R45/16 1 W-461.

Przetestowano 40 obiektow tubinu zoéltego pod wzgledem odpornosci na antraknozg
w warunkach polowych. Wyniki umozliwiajg selekcje negatywna i wskazanie obiektow
mogacych posiada¢ odporno$é genetyczng: Z-717, Z-704, Z-724, Z-687, Z-718 (tab. 2).

Przetestowano 40 obiektow tubinu zoéltego pod wzgledem odpornosci na antraknozg
w warunkach szklarniowych. Obiekty o §rednim porazeniu w szklarni ponizej 3,5 stopnia
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w skali 0-9, oraz z polowym indeksem porazenia ponizej 70 (Z-715, Z-720, Z-718),
mozna wskaza¢ jako zrddta odpornosci (tab. 2).

Tabela 1

Przezycie roslin lubinu waskolistnego i Z6ltego na polu fuzarialnym (2018)

Srednio przezycie w stadium

Gatunek Nazwa obiektu dojrzewania [%)]
1 2 3
L. angustifolius * Kalif 99,0
L. angustifolius W-461 94,3
L. angustifolius W-464 90,9
L. angustifolius W-440 90,8
L. angustifolius W-439 87,8
L. angustifolius W-462 86,6
L. angustifolius W-450 85,8
L. angustifolius W-460 85,4
L. angustifolius W-438 83,1
L. angustifolius W-441 81,3
L. angustifolius W-444 74,7
L. angustifolius W-443 62,3
L. angustifolius W-468 61,6
L. angustifolius W-451 56,7
L. angustifolius W-449 47,2
L. angustifolius W-457 37,0
L. angustifolius W-466 25,7
L. angustifolius W-456 24,9
L. angustifolius W-445 24,6
L. angustifolius W-447 20,8
L. angustifolius * Sonet 19,0
L. angustifolius W-446 14,6
L. luteus Z-566 75,7
L. luteus R26/16 66,7
L. luteus R45/16 64,3
L. luteus * PARYS 58,3
L. luteus * LORD 53,6
L. luteus Z-597 50,0
L. luteus Z-605 50,0
L. luteus R14/16 47,6
L. luteus Z-563 47,5
L. luteus R51/16 46,7
L. luteus 7-598 41,7
L. luteus Z-617 41,7
L. luteus Z-561 41,7
L. luteus 7-525 41,7
L. luteus R54/16 38,1
L. luteus Z-526 37,5
L. luteus 7-603 36,7
L. luteus Z-559 36,5
L. luteus Z-619 36,5
L. luteus R32/16 34,7
L. luteus R47/16 31,3
L. luteus Z-478 30,0
L. luteus 7-533 25,0
L. luteus 7Z-612 25,0
L. luteus R40/16 25,0
L. luteus 7-618 22,9
L. luteus Z-608 20,0
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c.d. Tabela 1
1 2 3
L. luteus R15/16 15,5
L. luteus Z-476 12,5
L. luteus Z-607 12,5
L. luteus 7-616 12,5
L. luteus R20/16 12,5
L. luteus R48/16 11,1
L. luteus R50/16 11,1
L. luteus Z-606 10,0
L. luteus R38/16 10,0
L. luteus R44/16 10,0
L. luteus R35/16 6,3
L. luteus R11/16 5,6
L. luteus R34/16 5,6
L. luteus Z-611 0,0
L. luteus R53/16 0,0
Tabela 2

Porazenie antraknoza siewek lubinu z6ltego w do§wiadczeniu szklarniowym (2018) i zestawienie

z rankingiem polowym

Srednie Polowy Ranking
Lp. Obiekt .. Grupy jednorodne statystycznie indeks
porazenie C polowy
porazenia
1 2 3 4 5 6
1 Z-715 2,086 S 42,5 16
2 Z-707E 2,453 R S -—- 35
3 Z-720 2,905 Q R S 65,5 25
4 Z7-686E 2,922 Q R S - 35
5 Z-718 3,307 P QR 28,0 5
6 Z-731 3,755 O P Q 66,5 28
7 Z-668 3,889 O P Q 92,5 34
8 Z-704 3,889 O P Q 26,0 2
9 Z-721 3,980 O P Q 29,5 10
10 7-669 4,093 N O P 91,5 33
11 7-698 4,253 M N O P 56,0 20
12 Z-711 4,366 M N O P 65,0 22
13 Z-712 4,886 LMNO 65,0 21
14 Z-726 5,140 K L M N 65,5 24
15 Z-714 5,166 K L M N 41,5 14
16  Mister 5,168 K L M 29,0 6
17 Z-701E 5,536 J K L -—- 35
18 7-696 5,583 J K L -—- 35
19 Z-706 5,645 J KL --- 35
20 Z-668E 5,682 J K L 66,0 26
21 7-694 5,751 1J KL 52,0 17
22 Z-729 5,781 1 J KL 40,5 13
23 Z-716 5,808 1J KL 39,5 12
24 Z-695 6,035 HI1JK -—- 35
25 7-688 6,090 HI11JK 29,5 7
26 Z-717 6,141 G HIIJK 15,5 1
27 Teo 6,428 FGHTIIJ 90,5 32
28 Z-687 6,429 FGHTIIJ 28,0 4
29 Z-703E 6,504 EFGHTIIJ -—- 35
30 Z-708 6,607 DEFGHTIIJ 52,5 19
31 Z-681 6,753 CDETFGHI 76,5 29
32 Z-703 6,920 CDEFGH 65,5 23




Fubin

c.d. Tabela 2
1 2 3 4 5 6
33  Z-689E 7,177 A B CDETFAG --- 35
34 Z-725 7,215 A B CDETFG 79,5 31
35 Z-709 7,356 A B C D E F 42,0 15
36 7-724 7,486 A B C D E 26,5 3
37 Z-691 7,666 A B CD 66,5 27
38 7-723 7,671 A B CD 29,5 9
39 7-677 7,736 A B C 52,5 18
40 Z-730 7844 |A B 78,5 30
41 Z7-732 7980 |A B 29,5 8
42 7-692 8,256 A 30,0 11
WNIOSKI

— Wyniki qPCR potwierdzilty udziat wybranych genow kandydackich w procesach
odpornosciowych roslin tubinu zélttego po porazeniu Fusarium, co moze wptywac na
zdolno$¢ lub niezdolno$¢ linii do ograniczenia wzrostu i rozwoju patogena.
Zaangazowanie genow uczestniczacych w réznych mechanizmach odpornosciowych
moze wskazywac, ze odpornos$¢ na wigdnigcie fuzaryjne u tego gatunku warunkowana

jest wielogenowo.

— Wsrdd analizowanych prob tubinu zoltego i waskolistnego na wyrdznienie zashuguje
bardzo niska zawarto$¢ alkaloidow — na poziomie dziesig¢ciotysiecznych czesci

procenta.

— Genotypy o bardzo wysokiej odpornosci na wigdnigcie fuzaryjne s3 nieliczne
w tubinie waskolistnym, jednak test na polu fuzarialnym pozwala na ich
wyodrebnienie spo$rod badanych materialdéw. Znaleziono 9 genotypdéw o bardzo
wysokim poziomie odpornosci, w tym jeden mogacy by¢ jej zrodtem.

— W tubinie zottym przecietny poziom odpornosci na wigdnigcie fuzaryjne jest wyzszy
iliczba obiektow posiadajacych geny odpornosci jest wigksza,
wyodrgbnienie najlepszych genotypoéw, jednak wyjatkowo silna presja selekcyjna
pozwolita wskaza¢ co najmniej 3 obiekty, ktore maja wysoka odpornos$¢ i moga by¢
zrédlem gendéw odpornosci.

— Znalezienie genetycznej

odpornosci

na antraknoze jest

trudne

co utrudnia

i

wymaga

kompleksowej oceny w roznych warunkach wegetacji. Wysoka skuteczno$¢ testu
szklarniowego i1 zgodno$¢ wynikow obserwaciji z doswiadczen polowych i szklarnio-
wych pozwolita w tym roku wskaza¢ przynajmniej 3 genotypy, mogace by¢ zrodlem
genetycznej odpornos$ci przeciwko antraknozie.
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Wystepowanie dotychczas niemonitorowanych
wirusOw (HpLV, ArMV) 1 wiroidéw (HpSVd,
AFCVd, CBCVd) na plantacjach produkcyjnych
chmielu w Polsce

The occurrence of previously unmonitored viruses (HpLV, ArMV) and viroids
(HpSVd, AFCVd, CBCVd) in hop gardens in Poland

Stowa kluczowe: AFCVd, ArtMV, CBCVd, chmiel, HpLV, HpSVd, wirusy

W roku 2018 podjeto badania dotyczace wystegpowania dotychczas niemonitoro-
wanych wiruso6w i wiroidow na plantacjach produkcyjnych chmielu w Polsce. Celem
badan bylo gromadzenie probek chmielu z roéznych rejondw uprawy chmielu,
opracowanie metody molekularnej opartej o reakcj¢ amplifikacji DNA do niezaleznego
wykrywania badanych patogenéw oraz ocena wystgpowania na plantacjach produkcyj-
nych chmielu w Polsce: wirusa utajonego chmielu (HpLV), wirusa mozaiki gesiowki
(ArMV) wiroida kartowatosci chmielu (HpSVd), wiroida wyboistosci jabtek (AFCVd)
oraz wiroida pgkania kory cytrusowych (CBCVd). W pierwszej kolejnosci opracowano
molekularne metody detekcji poszczegdlnych patogendw. Oparte byly one o reakcje
odwrotnej transkrypcji 1 amplifikacje DNA (RT-PCR). W celu detekcji HpLV
amplifikowano 5’-koniec genomu wirusa i gen kodujacy metylotransferazg, ktory jest
silnie konserwowany ewolucyjnie (Schuman, 2002). W celu wykrycia ArMV amplifiko-
wano wysoce konserwatywny region kodujacy biatko ptaszcza (CP), a w przypadku
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detekcji wiroidow amplifikowano pelne genomy patogenow. Kolejnym etapem badan
bylo gromadzenie probek chmielu z plantacji produkcyjnych zlokalizowanych we
wszystkich rejonach uprawy chmielu w Polsce: lubelskim, wielkopolskim, dolnoslgskim.
Probki pobierano zaréwno z odmian typu goryczkowego, jak 1 aromatycznego.
Dodatkowo gromadzono probki z kolekcji odmian chmielu utrzymywanej w IUNG —
PIB w Putawach. Probki gromadzono 3-krotnie w trakcie sezonu wegetacyjnego, co
wynikato z faktu, iz niektore patogeny sg mozliwe do wykrycia tylko w okreslonych
stadiach rozwojowych rosliny (Tsai i in., 2012; Wetzel i in., 2002; Ziegler i in., 2014).
Pierwszy termin obejmowat okres naprowadzania roslin chmielu na przewodniki, kolejny
obejmowat faze kwitnienia, a ostatni faz¢ dojrzatosci. Ogétem w roku 2018 zgromadzono
905 probek chmielu pochodzacych z 32 plantacji produkcyjnych i kolekcji odmian [UNG
— PIB. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono wystepowanie na terenie
Polski przypadkéw porazenia ros$lin chmielu przez utajony wirus chmielu (Hop latent
virus, HpLV) oraz wiroid kartowatosci chmielu (Hop stunt viroid, HpSVd).
Wystepowanie wirusa HpLV stwierdzono we wszystkich rejonach uprawy chmielu
w Polsce (tab. 1).

Tabela 1
Wystepowanie wiruséw i wiroidow w chmielu w Polsce
Patogen
Rejon uprawy HpLV HSVvd

Odmiana | WNP™ | 1 probek Odmiana | WNP™ [ L probek

Lubelski Marynka 1 2 0 0

Wielkopolski Marynka 1 2 Magnum 1 2

ool Hallertau Tradition 1 1

Dolnoslaski Magnum 1 1 0 0

Kol. IUNG — PIB 0 0 0 0

Razem 4 6 1 2

" WNP — liczba plantacji na jakiej stwierdzono wystepowania patogena

Na terenie lubelskiego i wielkopolskiego rejonu uprawy chmielu wystepowanie HpLV
stwierdzono na odmianach Marynka, a w rejonie dolno$laskim na odmianach Hallertau
Tradition i Magnum. HpLV wykryto w probkach gromadzonych w drugim i trzecim
terminie. Hop latent virus (HpLV) nalezy do rodzaju Carlavirus. Wirus ten pierwszy raz
w historii zostal opisany juz w latach sze$¢dziesigtych XX wieku (Schmidt, 1966).
Obecnie znane sg przypadki jego wystepowania we Francji (Eppler, 1989), Nowej
Zelandii (Hay 1 in., 1992), Australii (Pethybridge, 2000), Chinach (Yu i Liu, 1987),
Potudniowej Afryce (Von Weschmar i in., 1989) i Japonii (Kanno i in., 1993). Zakazenie
chmielu tym wirusem jest niebezpieczne poniewaz nie wywotuje zadnych widocznych
objawOw przez co moze rozprzestrzenia¢ si¢ na plantacji w sposdb niekontrolowany.
(Ziegler, i in., 2014). Wirus przenoszony jest przez mszyce w sposOb nietrwaly.
Gléwnym wektorem jest mszyca Sliwowo-chmielowa (Phorodon humuli) (Adams
i Barbara, 1982). Inne wektory, to mszyca brzoskwiniowo-ziemniaczana (Myzus
persicae) 1 mszyca ziemniaczana (Macrosiphum euphorbiae) (Crowle 1 in., 2006). HpLV
nie ma innych poza chmielem naturalnych gospodarzy. Na podstawie badan przepro-
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wadzonych w 2018 r. wystepowanie HpSVd stwierdzono, tylko w wielkopolskim rejonie
uprawy chmielu, na jednej plantacji produkcyjnej na odmianie Magnum. Podobnie jak
w przypadku HpLV, HpSVd wykryto w probkach gromadzonych w drugim i trzecim
terminie. Hop stunt viroid (HpSVd) nalezy do rodzaju Hostuviroid. HpSVd po raz
pierwszy zostal odkryty w Japonii juz w latach siedemdziesiatych XX wieku, kolejne
doniesienia mowity o jego wystgpowaniu w Korei Potudniowej i USA (Yamamoto i in.,
1973; Sano, 1989; Lee i in., 1990; Pethybridge, 2008). W roku 2012 po raz pierwszy
stwierdzono jego wystepowanie w Europie (Radisek i in., 2012). HSVd powoduje
zahamowanie wzrostu porazonych roslin, co w efekcie prowadzi do spadku plonéw
i obnizenia zawartosci alfa-kwasow (Sano, 2003). Typowym objawem zakazenia jest
zwijanie 1 zOtknigcie liSci oraz wytwarzanie malych szyszek. Zahamowanie wzrostu
roslin obserwuje si¢ po 3-5 lat od zakazenia (Eastwell i Nelson, 2007). Podobnie jak inne
wiroidy przenoszony jest w sposdéb mechaniczny. Posiada wielu gospodarzy: §liwy,
brzoskwinie, cytrusy i winoro$l (Sano i in., 1989, Diener i in., 1988, Matousek i in.,
2003), ktore moga by¢ rezerwuarem patogena. Ogotem w 2018 r., HpLV wykryto w 6
probkach pochodzacych z 4 plantacji produkcyjnych, natomiast HpSVd w 2 probkach
pochodzacych z jednej plantacji produkcyjnej. W zadnej z badanych probek nie
stwierdzono obecno$ci wirusa mozaiki gegsiowki (Arabis mosaic virus, AtMV), wiroida
wyboistosci jabtek (Apple fruit crinkle viroid, AFCVd) oraz wiroida pg¢kania kory
cytrusowych (Citrus bark cracking viroid, CBCVd). Monitoring wystepowania chorob
wirusowych u ro§lin jest bardzo istotnym dziataniem majacym wspiera¢ wczesne
wykrywanie zagrozen i zapobieganie pozniejszemu rozprzestrzenianiu si¢ choréb. Nalezy
podkresli¢, ze uzyskane wyniki wskazujg, ze najwigkszym zagrozeniem upraw chmielu
w Polsce s3 HpLV i HpSVd. Pomimo niestwierdzenia obecnosci CBCVd, AFCVd
i AtMV nie mozna wykluczy¢, Ze ten problem nie istnieje szczeg6lnie, ze zakazenia tymi
patogenami sg znane w Europie (Pethybridge, 2008, Radisek, 2012). Poniewaz nieznane
sg genetyczne zrodta odpornosci na HpLV 1 HpSVd, dlatego tak wazne jest utrzymy-
wanie wysokiej zdrowotno$ci plantacji poprzez stosowanie wysokiej jakosci materiatu
sadzonkowego i przestrzeganie zalecen fitosanitarnych, co bedzie zabezpieczato plantacje
przed zakazeniem, a potem rozprzestrzenianiem si¢ infekcji.

WNIOSKI

1. Opracowane protokoty wykrywania poszczegolnych wiruséw i wiroidow umozliwiajg
detekcje wszystkich badanych patogenow.

2. Na plantacjach chmielu w Polsce w roku 2018 nie stwierdzono wystepowania AtMV,
AFCVd i CBCVd.

3. Wystepowanie HpLV na plantacjach produkcyjnych stwierdzono we wszystkich
rejonach uprawy chmielu w Polsce.

4. HpSVd wykryto na jednej plantacji produkcyjnej w rejonie wielkopolskim.
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Gromadzenie 1 ocena kolekcji ekotypow traw
wieloletnich z uwzglednieniem cech warunkujacych
ich wykorzystanie na cele alternatywne

Creation perennial grasses ecotypes collection and evaluation their suitability
for the special purposes

Stowa kluczowe: ekotypy, rekultywacja, trawy wieloletnie

Obecnie duza uwage przywiazuje si¢ do funkcji nieprodukcyjnych traw wieloletnich,
ktore $cisle wigza si¢ z zagospodarowaniem terenéw ekologicznych, porolnych,
zdegradowanych, parkow, terenow rekreacyjnych i1 zurbanizowanych. Na terenach
odtogowanych szybko pojawiajg si¢ chwasty, gtownie dwuliscienne, a nastgpnie ulegaja
one zakrzaczeniu. Charakterystyka zmiennosci genetycznej w obrebie roznych kolekcji
ekotypow zebranych na terenie Polski dla waznych cech gospodarczych, prowadzona jest
od wielu lat i wyniki tych badan zostaly opisane w pracach, takich jak: Czembor i in.
(2001 a, b, 2002 a, b), Czembor (2003, 2004). W ramach biezacych prac do badan wia-
czono dwie kolekcje traw wieloletnich, tacznie ponad 250 obiektow. Obie kolekcje
charakteryzowano w warunkach polowych w uzytkowaniu ko$nym i nasiennym oraz
w warunkach kontrolowanych pod wzgledem odpornosci na niskie pH gleby oraz
niedobor wody.
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Cele szczegdtowe realizowane w roku 2018 to: (1) poznanie zmienno$ci w obrebie
Kolekeji II ekotypow kostrzewy czerwonej, takowej i trzcinowej, $miatka darniowego,
tymotki takowej, wiechliny tgkowej i zycicy trwatej w uzytkowaniu ko$nym i nasiennym
w trzecim roku pelnego uzytkowania oraz (2) zatozenie doswiadczen w siewie gegstym
w uzytkowaniu nasiennym i ko$nym dla ekotypoéw z Kolekcji I i Kolekeji II, ktore
zostaly wytypowane do dalszych badan jako te, ktore charakteryzowaty si¢ podwyzszong
odpornosciag na stresy biotyczne i abiotyczne zarowno w warunkach polowych
na przestrzeni lat, jak i w warunkach szklarniowych, wysokim potencjalem plonowania
w uzytkowaniu ko$nym i nasiennym w siewie ggstym oraz ich charakterystyka w roku
startowym.
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O R - Rdza Lato
/ o
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O . / /
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o
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- |
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Rys. 1. Odpornos¢ gatunkéw badanych w ramach kolekceji II na stresy biotyczne i abiotyczne w trzecim
roku pelnego uzytkowania w Radzikowie w ukladzie dwéch pierwszych sktadowych gléwnych

W trzecim roku pelnego uzytkowania w grupie cech swiadczacych o odpornosci roslin
na stresy biotyczne i abiotyczne oceny wigoru roslin w okresie zimowym i po zimie oraz
oceny stopnia odpornosci na rdze w okresie jesiennym w sposob najbardziej istotny
roznicowaly badany materiat roslinny. Stopien odpornosci na rdze w okresie jesiennym
w sposOb istotny wpltywal na stan ro$lin przed zimg. W trzecim roku pelnego
uzytkowania gatunkami najbardziej podatnymi na rdze byly wiechlina fgkowa, i $miatek
darniowy, podobnie jak i w drugim roku pelego uzytkowania (rys. 1, 2). Zakres
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zmienno$ci dla tej cechy byl najwickszy w obrgbie kostrzewy takowej i pozwalat
wyodrebni¢ genotypy S$rednio odporne. W obrgbie uwzglgdnionych w badaniach
gatunkow, mozna bylo wskaza¢ ekotypy nie odbiegajace pod wzgledem stopnia
odpornosci na rdze, plamistosci lisci i stanu roslin przed zimg od wzorcowych odmian
uprawnych. Wyjatkiem byta wiechlina tgkowa, w obrgbie ktorej zakres zmienno$ci na
rdze byt niski.
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2,50 o QB—Rdza Lato 2 ©
B - Plamistosci jesien ! //" B - Stan roslin jesienia
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Rys. 2. Odpornosé gatunkéw badanych w ramach kolekeji I na stresy biotyczne i abiotyczne w trzecim
roku pelnego uzytkowania w Bydgoszczy w ukladzie dwoch pierwszych sktadowych gléwnych

W roku startowym potwierdzono, ze wiechlina fgkowa to gatunek, ktorego okres
wschodow jest najdluzszy w grupie traw wicloletnich, 1 ktora jest szczegdlnie narazona
na niekorzystne warunki Srodowiskowe. Zdolno$¢ kietkowania nasion $miatka
darniowego byta niska i wschody stabe. Kostrzewa tgkowa, kostrzewa trzcinowa i zycica
trwata to gatunki, ktorych zdolnos¢ kietkowania byta wysoka, szybko krzewilty si¢ a ich
stan przed zimg okres$lono jako dobry.

LITERATURA

Czembor E. 2003. Resistance of Kentucky bluegrass (Poa Pratensis L.) ecotypes from Polish Gene Bank to
melting out (Drechslera poae) under field conditions in 1998-2000. Genet. Res. Crop Evol. 50: 747 —

756.
377



Trawy wieloletnie

Czembor E. 2004. Resistance of Kentucky bluegrass ecotypes to melting out (Drechslera poae) under
greenhouse conditions. Australasian J. Phytopathology 33: 437 — 439.

Czembor E., Feuerstein U., Zurek G. 2001 a. Powdery mildew resistance in Kentucky bluegrass ecotypes
from Poland. Plant Breed. Seed Sci. 45 (2): 21 — 27.

Czembor E., Feuerstein U., Zurek G. 2001 b. Preliminary observations on resistance of Kentucky bluegrass
ecotypes from Poland to rust diseases. J. Phytopathol. 149: 83 — 89.

Czembor E., Feuerstein U., Zurek G. 2002 a. Diversity of Polish ecotypes of Kentucky bluegrass in green
mass production. In: “Broad Variation and Precise Characterization — Limitation for the Future”
Swiecicki W. K., Naganowska B., Wolko B. (eds.), IGR, IPGRI, IHAR, Poznan, Poland: 307 — 309.

Czembor E., Feuerstein U., Zurek G. 2002 b. Some characteristics of Kentucky bluegrass ecotypes from
Poland. In: “Broad Variation and Precise Characterisation — Limitation for the Future” Swiecicki W.
K., Naganowska B., Wolko B. (eds.), IGR PAN, IPGRI, IHAR, Poznan, Poland: 310 — 311.

378



NR 286 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN 2019
e-ISSN 2657-8913

ARKADIUSZ KOSMALA '

ADAM AUGUSTYNIAK '

DAWID PERLIKOWSKI '

IZABELA PAWLOWICZ '

WLODZIMIERZ ZWIERZYKOWSKI '

AGNIESZKA PLAZEK *

EUGENIUSZ PASZKOWSKI *

! Instytut Genetyki Rolin Polskiej Akademii Nauk

2 Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

*DANKO Hodowla Roslin

Kierownik Tematu: dr hab. Arkadiusz Kosmala Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk
Strzeszynska 34, 60-479 Poznan, tel. 61 6550285, e-mail: akos@igr.poznan.pl

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.802.18.2018, Zadanie nr 35.

Identyfikacja genow zwigzanych z ekspresja
zimotrwatosci 1 tolerancji suszy u form
introgresywnych Lolium multiflorum/Festuca
arundinacea

Identification of genes associated with winter-hardiness and drought tolerance
in the introgression forms of Lolium multiflorum/Festuca arundinacea

Stowa kluczowe: corl4b, mrozoodpornos¢, odpornos¢ na choroby, odporno$¢ na suszg, trawy,
Wcor80, zimotrwatosé

CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

Trawy pastewne, a posrod nich kostrzewy (Festuca) i zycice (Lolium) sa doskonalymi
gatunkami do badan molekularnej kontroli cech zwigzanych z tolerancjg stresow
srodowiskowych. Lolium multiflorum Lam. (zycica wielokwiatowa) to gatunek trawy
o wysokiej jako$ci paszowej, lecz niskiej tolerancji stresow abiotycznych i biotycznych.
Z kolei F. pratensis Huds. (kostrzewa lakowa) i F. arundinacea Schreb. (kostrzewa
trzcinowa) — charakteryzujg si¢ wysokim stopniem odporno$ci na patogeny oraz
tolerancji mrozu, suszy i wysokiego zasolenia (Kosmala i in., 2006, 2009, 2012). Gatunki
Lolium 1 Festuca krzyzuja si¢ ze sobg. Stwarza to mozliwo$¢ przeniesienia korzystnych
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cech z gatunkow jednego rodzaju do gatunkow drugiego rodzaju na drodze krzyzowania.

Alloheksaploidalny gatunek F. arundinacea wykorzystywany jest gldwnie jako zrodio

genow tolerancji suszy (Kosmala i in. 2012; Perlikowski i in., 2016 a, b; Augustyniak

iin., 2018). Festuca pratensis jest z kolei gatunkiem wykorzystywanym jako zrodio
genow tolerancji mrozu (Kosmala i in., 2006, 2009). Wykazano rowniez, ze dzigki
obecnosci sub-genomu kostrzewy lagkowej w genomie kostrzewy trzcinowej, ten drugi
gatunek moze by¢ takze doskonatym zrédtem gendéw odpowiedzialnych za zimotrwato$é,

w tym mrozoodpornos¢ (Kosmala i in., 2007; Augustyniak i in., 2018). W niniejszym

zadaniu badawczym prowadzone sg prace zmierzajace do selekcji genotypow, ktore

wykazuja stosunkowo wysoki poziom tolerancji sekwencji stresdw susza/zima i odpor-
no$ci na podstawowe choroby oraz do wyznaczenia fizjologicznych i molekularnych
wskaznikéw tolerancji/odporno$ci na analizowane stresy abiotyczne i biotyczne.

Odporno$¢ na susze jest cecha poligeniczng 1 wielokomponentowg. Na szczegolng uwage

w przypadku badania mechanizméw tej odpornosci u roslin zastuguja jej trzy gtowne

komponenty — unikanie suszy (ang. drought avoidance), tolerancja suszy (ang. drought

tolerance) i regeneracja po ustgpieniu warunkow stresowych (ang. recovery). W niniej-
szym zadaniu badawczym analizowano wszystkie trzy komponenty odpornosci na suszg.

Waznym czynnikiem wptywajacym na plonowanie ro$lin jest rowniez potencjal ich

odpornosci na stresy biotyczne, w tym choroby grzybowe i wirusowe (Ptazek i in., 2018).

Podstawowe cele badan w roku 2018 obejmowaty:

— analize profilu akumulacji transkryptéw, kodujacych Corl4b dla dwoch wyselekcjo-
nowanych form introgresywnych L. multiflorum/F. arundinacea, rdzniacych si¢
potencjatem mrozoodpornosci,

— analize profilu akumulacji bialek Wcor80 i Corl4b dla dwoch wyselekcjonowanych
form introgresywnych L. multiflorum/F.arundinacea, réznigcych si¢ potencjalem
mrozoodpornosci,

— przeprowadzenie testdw tolerancji suszy polowej w eksperymencie ,,pod daszkami”
form introgresywnych (BC6),

— ocen¢ stopnia podatno$ci roslin na podstawowe choroby (w okresie letnim
1 jesiennym).

Materiat badawczy do analiz molekularnych (ekspresja genu cori4b i poziom
akumulacji biatlek Wcor80 i cor14b) stanowily dwie formy introgresywne pokolenia BC5
L. multiflorum/F. arundinacea wyselekcjonowane w roku 2015 — forma o stosunkowo
wysokim potencjale mrozoodpornosci (180/30/138) i forma o stosunkowo niskim
potencjale odpornosci (180/30/19). Analizy prowadzono w 5 punktach czasowych:
warunki kontrolne, 3, 7, 14 i 21 dzien hartowania na mréz (cele badawcze nr 1 i 2).
Material badawczy do realizacji celu nr 3 i 4 stanowily cztery populacje form
introgresywnych pokolenia BC6 L. multiflorum/F. arundinacea (185/4, 6, 10 1 12) oraz
populacja roslin kontrolnych L. multiflorum odm. Atos.
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OPIS WYNIKOW

Uzyskano dwa profile akumulacji transkryptu dla genu cori4b — jeden dla formy
introgresywnej 180/20/138 1 jeden dla formy introgresywnej 180/30/19. W trakcie trwania
hartowania na mréz obserwowano stopniowy wzrost ekspresji genu cori4b u obu
analizowanych form, az do pigtego dnia hartowania. Nastgpnie obserwowano spadek
poziomu akumulacji transkryptu. W trakcie hartowania na mroz, poziom transkrypcji genu
corl4b byt zawsze wyzszy u formy introgresywnej 180/30/138.

Uzyskano cztery profile akumulacji biatek: (i) dwa profile akumulacji biatka Wcor80 —
jeden dla formy introgresywnej 180/20/138 i jeden dla formy introgresywnej 180/30/19 oraz
(i) dwa profile akumulacji bialka Corl4b. Zaobserwowano istotne roznice migdzy-
genotypowe w poziomie akumulacji biatek Wcor80 i Cor14b u form introgresywnych o roz-
nym poziomie mrozoodpornosci.

Na podstawie $rednich wartosci badanych parametrow plonowania dla poszczegodlnych
populacji, stwierdzono, ze najwyzszym potencjatem tolerancji warunkow suszy cechowata si¢
populacja form introgresywnych 185/4 (bonitacja 6,1; sucha masa 11,2 g; zielona masa
69,5 g). Natomiast najnizszym stopniem tolerancji — populacja form introgresywnych
185/12 (bonitacja 4,3; sucha masa 6,9 g; zielona masa 41,5 g). Srednie parametry plonowania
uzyskane dla populacji 185/12 byly istotnie nizsze w odniesieniu do $rednich parametrow
plonowania uzyskanych dla populacji form kontrolnych L. multiflorum odm. Atos (bonitacja
4,7; sucha masa 9,1 g; zielona masa 49,3 g). Pozostale dwie badane populacje form
introgresywnych, 185/6 i 185/10, cechowaly si¢ $rednimi wyzszymi w odniesieniu do
populacji roslin kontrolnych, lecz nizszymi w stosunku do populacji 185/4. Jednocze$nie
obserwowano stosunkowo szeroki zakres tolerancji warunkow suszy w obrgbie
poszczegodlnych analizowanych populacji roslin.

W czerwcu na ro$linach uprawianych w namiotach odnotowano wystepowanie gtownie
maczniaka traw. Porazenie to nie byto duze, glownie w stopniu 1 i 2, w skali 0-5. W roku
2018 odnotowano zdecydowanie wigcej przypadkow porazenia wirusem (98 roslin),
powodujacym z6tte smugi lisci, w poréwnaniu do lat wczesniejszych, ale porazenie to
wystepowato tylko w stopniu 1-2; u kilku roslin w stopniu 3 1 4.

Na podstawie $rednich wartosci badanych parametrow plonowania dla poszczegodlnych
populacji, stwierdzono, ze najwyzszym potencjatlem regeneracji po ustgpieniu suszy cecho-
wala si¢ populacja form introgresywnych 185/4 (odrost 4,4; sucha masa 5,9 g; zielona masa
35,8 g). Natomiast najnizszym stopniem regeneracji — populacja form introgresywnych
185/12 (odrost 2,2; sucha masa 1,7 g; zielona masa 10,6 g). Srednie parametry plonowania
uzyskane dla populacji 185/12 byly istotnie nizsze w odniesieniu do $rednich parametrow
plonowania uzyskanych dla populacji form kontrolnych L. multiflorum odm. Atos (odrost 2,3;
sucha masa 1,8 g; zielona masa 10,7 g). Pozostale dwie badane populacje form
introgresywnych, 185/6 i 185/10, cechowaly si¢ srednimi wyzszymi w odniesieniu do po-
pulacji roslin kontrolnych, lecz nizszymi w stosunku do populacji 185/4. Jednoczesnie
obserwowano stosunkowo szeroki zakres regeneracji roslin po ustgpieniu warunkow suszy
w obrebie poszczegdlnych analizowanych populacji. Ponadto, w kazdej z badanych
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populacji roslin byly genotypy zardwno o stosunkowo wysokim poziomie regeneraciji
po ustgpieniu warunkow suszy, jak 1 genotypy o stosunkowo niskim poziomie regeneracji.

Druga ocena porazenia przeprowadzona jesienig (po wtérnym nawodnieniu) nie wykazata
rowniez, podobnie jak latem, wystepowania ostrych objawow chorobowych. Rosliny
uprzednio traktowane suszg wykazywaty niewielkie porazenie maczniakiem i plamistosciami
lisci (ocena wahata si¢ w granicach 1-3), natomiast w ogole nie wystgpowata na nich rdza.
Zaobserwowane objawy wskazywaly na sporadyczne wystepowanie na badanych ro$linach
takich grzybow, jak Drechslera siccans, D. dictyoides oraz Bipolaris sorokiniana.

WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

1. Profile relatywnej ekspresji genu cor/4b w warunkach hartowania na mr6z mogg by¢
dobrym markerem tolerancji niskiej temperatury u form introgresywnych
L. multiflorum/F. arundinacea.

2. Profile akumulacji biatek Corl4b i Wcor80 w warunkach hartowania moga by¢
rowniez dobrym markerem tolerancji niskiej temperatury u badanych form
introgresywnych.

3. Wyselekcjonowano formy introgresywne BCs L. multiflorum/F. arundinacea
o wysokim potencjale tolerancji suszy, regeneracji metabolizmu po ustgpieniu
warunkow suszy i odpornosci na choroby.
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Badanie cech warunkujacych zawigzywanie nasion,
ich jakos¢ oraz plon w wybranych gatunkach
traw wieloletnich

The examination of traits affecting seed formation as well as seed quality and yield
in selected perennial grass species

Stowa kluczowe: Lolium perenne, Poa pratensis, produktywno$¢ generatywna, wiechlina tagkowa,
zmienno$¢, zycica trwala

WSTEP

Cechy decydujace o zdolno$ci reprodukcyjnej traw wicloletnich sg ze sobg powigzane
i zaburzenie jakiegokolwiek elementu tego zltozonego procesu powoduje zachwianie
potencjatu reprodukcyjnego. Dla wilasciwej oceny wpltywu wielu cech warunkujacych
efektywnos$¢ reprodukcji generatywnej traw niezbedne jest okreslenie ich zmiennoSci,
a nastgpnie zidentyfikowanie kierunku oraz sity zalezno$ci pomiedzy tymi cechami.
Celem zadania w roku 2018 bylo okreslenie zréznicowania wewnatrz-
i migdzyobiektowego badanych form traw wieloletnich w obrgbie zestawu cech
zwigzanych z plonowaniem generatywnym, jak rowniez wybranych cech fizjologicznych
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Trawy (wiechlina takowa i zycica trwata)

jak np. zawarto$¢ azotu w lisciach, okreslana posrednio za pomocg pomiaru zawartosci
chlorofilu w pierwszym petnym roku wegetacji traw.

MATERIAL I METODA

Badano 14 obiektow w dwoch gatunkach: wiechlinie takowej (Poa pratensis L.):
odmiany Alicja, Balin, Bila, Compact, Limagie i rody: NI-400, NI-401 oraz zycicy
trwatej (Lolium perenne L.): Amarant 4n, Bajka 2n, Brawa 4n, Nira 2n i rody: DS-117,
NI-402, NI-403. Badania realizowano w ukladzie do$wiadczenia $cistego 3-powtorze-
niowego w 4 lokalizacjach w kraju: Radzikow, Szelejewo, Nieznanice i Grodkowice.
Oceniano 50 roslin na obiekt w ramach kazdego z 3 powtorzen w kazdej z lokalizacji,
pod wzglgdem 18 cech: przezimowanie, pokrdj, poczatek kloszenia i kwitnienia,
szacunkowy plon zielonej masy w petni kloszenia, wysokos¢ roslin w petni kwitnienia,
dtugos¢ i szerokosc liscia podflagowego, wzgledna zawartos¢ chlorofilu, zawarto$¢ azotu
w ro$linach, liczba pedow generatywnych na roslinie, plon nasion z kwiatostanu, plon
nasion z ro$liny, plon nasion z poletka, dlugos¢ kwiatostanu, osypywanie nasion, ci¢zar
1000 nasion oraz zdolnos$¢ kietkowania.

WYNIKI I DYSKUSJA

Czynnikiem niezbednym dla wyksztatcenia odpowiedniej ilo$ci zywotnych nasion sa
opady, rozmieszczone réwnomiernie na wiosn¢ oraz wczesnym latem (Griffiths i in.,
1978). Warunki panujace w sezonie wegetacyjnym 2018 byly przeciwienstwem takiego
wzorcowego uktadu. Na wiosn¢ byto sucho i chtodno a w lipcu i sierpniu — bardzo
mokro. Mialo to istotne znaczenie dla stopnia ekspresji poszczegdlnych badanych cech.

W przypadku wiechliny lakowej, stwierdza si¢ dominujacy wplyw genotypu jako
nos$nika genetycznych cech plonowania nasiennego oraz istotng zaleznos¢ plonu nasion
od interakcji genotypowo-$rodowiskowej (Godshalk i in., 1998). W niniejszych bada-
niach w roku 2018 zanotowano takg interakcj¢ dla dtugosci kwiatostanu, liczby pedoéw
generatywnych oraz plonu nasion z rosliny. Obiektem o najwyzszych plonach nasion,
ze znaczng liczba pedoéw generatywnych byla odmiana Compact (Srednio 14,4 grama
nasion z rosliny, 217 pedow generatywnych). Nieco mniej zanotowano dla Ni-401 oraz
Limagie (odpowiednio: 13,4 grama nasion i 221 pedéw oraz 11,1 g nasion i 187 pedow).

Wiechlina tgkowa, z racji systemu rozmnazania zwanego apomiksja fakultatywna,
uwazana jest z gatunek malo zmienny w obrebie genotypdw oraz bardziej zmienny
pomigdzy genotypami (Huff, 2010). Zalezno$¢ ta potwierdzita si¢ w roku 2018 dla
odmiany Compact oraz Limagie dla kilku cech. Jednakze dla obiektow, takich jak Alicja
i Balin zanotowano zalezno$¢ odwrotng. Podobnie bylo dla Ni-400 oraz Ni-401,
co mozna wytlumaczy¢ trwajgcymi w tych rodach pracami hodowlanymi, ktore majg
dopiero doprowadzi¢ do ich ujednolicenia.

U zycicy trwalej rosliny o najdtuzszych kwiatostanach wytworzyly: odmiana Amarant
($rednio 22,1 cm) oraz réd DS.-117 (Srednio 22,0 cm). Dhluzsze kwiatostany mialy
odmiany tetraploidalne (Amarant i Brawa — $rednio 21,9 cm) w poréwnaniu do odmian
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diploidalnych (Bajka i Nira — $rednio 16,9 cm). To jednak nie przektadato si¢ na réznice
w liczbie pedow generatywnych, ktorych u odmian diploidalnych byto wiecej $rednio
0 60 sztuk na rosling w porownaniu do odmian tetraploidalnych. Najwigksze ilosci pedow
generatywnych na rosling stwierdzono w Szelejewie (Srednio 269), natomiast najmniejsze
— w Radzikowie i Nieznanicach (§rednio 178 i 179). Najwyzsze plony nasion z rosliny
stwierdzono dla odmiany Amarant ($rednio 23,6 g), natomiast najnizsze — dla rodu
Ni-402 (12,8 g). Najlepiej badane obiekty plonowaly w Radzikowie ($rednio 21,4 g
nasion na roslin¢) a najgorzej w Nieznanicach (§rednio 7,5 g nasion na rosling).

Zmienno$¢ wewnatrzobiektowa odmian zycicy trwalej Bajka i Brawa byta nizsza od
zmienno$ci mig¢dzyobiektowej po wzgledem: przezimowania, szacunkowego plonu
biomasy, zawartosci chlorofilu i azotu (Bajka) oraz pokroju, liczba dni do kloszenia
(Brawa) jak rowniez liczby dni do kwitnienia (obydwie odmiany). Zmienno$¢ wewnatrz
obiektowa rodow przewyzszala zmiennos$¢ migdzy obiektowa. Dotyczyto to zwlaszcza
rodu DS.-117 w cechach: przezimowanie, liczba dni do kwitnienia, dtugo$¢ liscia pod-
flagowego, zawartos¢ chlorofilu i azotu.

Pod wzgledem cech bezposrednio zwigzanych z plonowaniem nasiennym poréwnanie
zmienno$ci migdzyobicktowej 1 wewnatrzobiektowej wskazuje na wigkszg zmiennos$é
pomiedzy badanymi obiektami niz wewnatrz nich w cechach takich jak: liczba pedow
generatywnych, plon nasion z poletka oraz masa tysigca nasion. Z kolei dla plonu nasion
z kwiatostanu stwierdzono relacj¢ odwrotng. W przypadku rodéw Ni-402 oraz Ni-403
stwierdzono przewage zmienno$ci wewnatrzobiektowej nad miedzyobiektowa dla liczby
pedow generatywnych, plonu nasion z kwiatostanu oraz dlugosci kwiatostanu.

Dla okreslenia, ktore z ocenianych w 2018 roku cech zwigzane byly najsilniej z plono-
waniem nasiennym, przeprowadzono analiz¢ regresji wielokrotnej, metodg krokowa
wsteczng (tab. 1).

Tabela 1
Wspéltezynniki analizy regresji wielokrotnej dla plonu nasion z rosliny
Lolium perenne Poa pratensis
Cecha/predyktor bF | lf I > bF I L b I >

Liczba pedow generatywnych 0,436 0,055 0,000 0,783 0,055 0,000
Plon nasion z kwiatostanu 0,459 71,109 0,000 0,595 87,733 0,000
Szacunkowy plon zielonej masy 0,089 1,095 0,061 0,150 0,504 0,017
Wysokos¢ roslin 0,152 0,066 0,008 - - -
Dlugos¢ liscia 0,284 0,692 0,016 -0,171 -0,887 0,008
Dlugos¢ kwiatostanu 0,165 0,347 0,132 -0,076 -0,228 0,262
Zawarto$¢ azotu -0,031 -1,099 0,606 0,038 2,136 0,360
Przezimowanie -0,108 -0,840 0,032 0,101 0,359 0,045
Szeroko$¢ liscia 0,134 1,628 0,017 -0,164 -1,307 0,238
Pokrdj roslin -0,136 -1,032 0,007 - - -
Liczba dni do kwitnienia -0,172 -0,404 0,003 -0,066 -0,126 0,137
R? skorygowane 0,744 0,831
P 0,000 0,000
Blad estymacji 3,891 1,998
Objasnienie:

W tabeli podano wspolczynniki regres;ji standaryzowane (b*), niestandaryzowane (b) oraz istotno$¢ (p) poszczegolnych
predytkorow
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Uzyskane wyniki wskazujg na rozng liczbe cech, ktorych zmienno$¢ jest najsilniej
zwigzana ze zmienno$cig plonu nasion z rosliny. Dla zycicy trwatej takich cech byto 11, a
dla wiechliny tgkowej — 9. Cechami o zmienno$ci najsilniej zwigzanej ze zmiennoscia
plonu nasion z rosliny badanych obiektow zycicy trwalej byly: liczba pedow
generatywnych, plon nasion z kwiatostanu oraz dtugos$¢ liscia. Nieco mniejsze warto$ci
parametru b skorygowanego stwierdzono dla: wysokosci roslin, dtugosci kwiatostanu
i szerokosci liscia. Zalezno$¢ pomiedzy wielkoscig aparatu fotosyntetycznego (szerokosé
i dlugos¢ liscia) a plonem nasion stwierdzono juz w badaniach nad kostrzewa takowa
(Fang i in., 2004). W przypadku wiechliny tgkowej takich zalezno$ci nie stwierdzono
w roku 2018. Dla tego gatunku cechg o najwyzszej wartosci parametru b skorygowanego
byta liczba pedow generatywnych. Nieco nizsza warto$¢ tego parametru obliczono
dla plonu nasion z kwiatostanu, szacunkowego plonu zielonej masy oraz dlugosci liScia
(dla tej cechy relacja ujemna).

W roku 2018 stwierdzono rowniez dodatnig, istotng statystycznie wartos¢
wspotczynnika korelacji pomigdzy zawartoscig azotu w roslinach zycicy trwatej a plonem
nasion z kwiatostanu (tab. 2). Dla pelniejszej analizy tego typu zaleznosci niezbedne sg
kolejne lata badan.

Tabela 2
Srednie warto$ci zawarto$ci azotu w rolinach, plonu nasion oraz wspélezynniki korelacji miedzy tymi
cechami
Nazwa odmigny / Numer Zawarto$¢ azotu (%) Iowiatostant (2) - Plon nasion z: poletka (ke):
o Xs’r~ | Se Xs'p | Se Xgr. | Se
Zycica trwala (Lolium perenne L.)
Amarant 1,36 0,03 0,15 0,017 1,19 0,14
Bajka 1,14 0,02 0,09 0,011 0,93 0,12
Brawa 1,32 0,032 0,13 0,011 0,96 0,12
Nira 1,17 0,045 0,11 0,022 0,8 0,08
DS.-117 1,62 0,061 0,11 0,011 0,81 0,1
Ni-402 1,16 0,025 0,07 0,009 0,64 0,06
Ni0403 1,10 0,043 0,07 0,012 0,9 0,13
Wspotczynniki korelacji zawarto$ci azotu z: plonem nasion z kwiatostanu plonem nasion z poletka
0,268 ** 0,156 n.i.
Wiechlina takowa (Poa pratensis L.)
Alicja 1,27 0,021 0,08 0,005 0,3 0,03
Balin 1,16 0,024 0,08 0,007 0,29 0,02
Bila 1,22 0,017 0,11 0,009 0,24 0,03
Compact 1,22 0,016 0,08 0,012 0,49 0,04
Limagie 1,07 0,014 0,08 0,010 0,39 0,03
Ni-400 1,14 0,014 0,11 0,009 0,31 0,02
Ni-401 1,11 0,015 0,07 0,006 0,44 0,04
Wspotczynniki korelacji zawarto$ci azotu z: plonem nasion z kwiatostanu plonem nasion z poletka
0,207 n.i. -0,145 n.i.

Objasnienie:
X§r. — wartos¢ $rednia cechy,
Se — btlad standardowy,

** istotno$¢ wsp. korelacji na poziomie o > 0,05
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Badania nad saturacjg mapy genetycznej ‘Elsanta’
x ‘Senga Sengana’ pod katem lokalizacji genow
sprz¢zonych z waznymi cechami uzytkowymi
truskawki (Fragaria < 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)

Stowa kluczowe: jakos$¢ owocow, korelacja fenotypowo-genotypowa, mapa genetyczna, QTL, stres
suszy, truskawka

Celem badan bylo pozyskanie subpopulacji segregujacej ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’
(oznaczonej jako subpopulacja G) i ocena fenotypowa roslin mieszancowych nalezacych
do tej populacji pod katem tolerancji na stres suszy, a takze ocena wybranych parametrow
jakosci owocow pojedynkow nalezacych do przygotowanej do tego celu subpopulacji A
utrzymywanej w kwaterze polowej. Pojedynki z subpopulacji G po ocenie czystosci
genetycznej wlaczono do populacji bazowej dla zageszczenia mapy genetycznej (analizy
molekularne), na Dbazie ktorej przeprowadzono ocen¢ korelacji fenotypowo-
genotypowych oraz analiz¢ terminalng wytypowanych grup sprzg¢zen.

Rosliny mieszancowe z populacji A (min. 100 genot.) i G (132 genot.) poddano
analizie fenotypowej pod katem parametréow jakosci owocOw (subpop. A) oraz
wytrzymalosci na deficyt wodny (subpop. G). Rozklad fenotypowy cechy tolerancji
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na stres suszy oraz cech warunkujacych jakos¢ owocow wskazal na wystapienie zjawiska
segregacji w uzyskanej puli genotypow mieszancowych.

Do analiz segregacji alleli marker6w SSR w obrebie populacji mapujgcej wytypowano
100 starterow mikrosatelitarnych (Sargent, 2006, 2007, 2008, 2009, 2012; Zorrilla-
Fontanesi, 2011). Na podstawie przeprowadzonych testow PCR-SSR, zidentyfikowano
583 alleli polimorficznych, segregujacych w genomach roslin mieszancowych (Van
Ooijen, 2001). Uzyskana zintegrowana mapa genetyczna truskawki (2 386,5 cM) zawiera
76 grup sprzezen, stanowigcych fragmenty siedmiu chromosoméw genomu gatunku
Fragaria (rys. 1).

0 —}— FVH4049c
0 FVH4041d 0 —~— FVH4053a
2 {FVH4010cyz FVH4010c 1=~ FVH4053c
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10~ ChFaM147f 2a N Evigosad
1 A a0, aozen 12 { FVH4059d FVH4059xy 30 FVH4090d
34\, FVH4082e
35 FVH4053a
;Z g:zgzgzw 30 = FvH40100
42 -V FVH4040d
%i = g\f}m'gg 379 44 k— ¢ FVH4026a
24— FvH40s9y 47 ~J [ FVH4056b
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Rys. 1. Fragment zintegrowanej mapy genetycznej grupy sprzezen 1 (homologia do chromosomu I)
genomu gatunku Fragaria (analiza populacji ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’)

Oceng korelacji fenotypowo-genotypowych w subpopulacjach badanych w latach
2014-2018 (A i G), przeprowadzono po potwierdzeniu statusu mieszancow (analiza
polimorfizmu DNA po amplifikacji z 5 oligonuleotydami mikrosatelitarnymi). W wyniku
przeprowadzonych testow z poczatkowej puli roslin mieszancowych wyeliminowano
4 genotypy pochodzace z nieplanowanego zapylenia.

Analiza zalezno$ci pomiedzy /oci alleli markeréw SSR oraz warto$ciami ocenianych
parametrow fenotypowych w roslinach mieszancowych potwierdzita, ze markery SSR
zlokalizowane w grupie sprz¢zen LG 2 genoméw obu odmian wykazywaly istotny
stopien korelacji ze wszystkimi badanymi cechami (wspot. korelacji K*= 2,2-11,2).
Ponad to, wysoki poziom wplywu odnotowano pomiedzy markerami zlokalizowanymi
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w grupie sprzezen LG 7 genomu odmiany ‘Senga Sengana’ (K* > 6) oraz ‘Elsanta’
(K* > 9) a cechg tolerancji roslin truskawki na stres suszy. Wysoki stopien korelacji
(K* > 9) dla cechy wytrzymatosci na deficyt wody odnotowano takze z markerami
zlokalizowanymi w grupie LG 2 genomu odmiany ‘Elsanta’. Ponad to istotng zalezno$¢
pomigdzy jedrnoscia owocow, zawartoscig ekstraktu oraz witaminy C a markerami
zlokalizowanymi odpowiednio w grupach LG 4 (Vit. C i jedrno$¢), 6 1 7 (Bix i Vit. C)
zidentyfikowano w genomach obu badanych form rodzicielskich (Sujeet, 2017), (tab. 1).

Tabela 1
Zidentyfikowane regiony QTL w genomach odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ oraz wspélczynnik
korelacji (K*) cechy z markerami zlokalizowanymi w grupach sprzezen mapy genetycznej truskawki

(p =0,05)
LG | ‘Elsanta’ | ‘Senga Sengana’ | Badana cecha
LG2 K*11,2 K* 11 jako$¢ owocow (wszystkie parametry)
LG7 K*9 K* 6 stres suszy
LG 4, K*4,5 K* 8 jedrnosé
LG6,7 K*10 K*10,8 zaw. ekstraktu, wit.C
LG2 - K*9,6 stres suszy

Na tym etapie badan wytypowano markery (FVH4076a, FVH4059z, ChFaM094xz,
FVH4059z, ChFaM092, ChFv2013-13, ChFaM092) regulujace parametry warunkujace
jako$¢ owocow (dane z trzech sezonow badawczych), dla ktorych odnotowano stabilng
warto$¢ wspotczynnika korelacji. Markery, te moga stanowi¢ baz¢ dla selekcji
genotypow produkujacych wysokiej jakosci owoce truskawki, uzyskanych w programach
hodowlanych.

Dodatkowo, na podstawie analiz segregacji 68 alleli 30 markeréw SSR, r6znicujacych
analizowane formy rodzicielskie przeprowadzono analiz¢ terminalng wybranych
regionow QTL. Loci segregujacych alleli zidentyfikowano w obregbie 18 zmapowanych
fragmentéw chromosomoéw odmiany ‘Elsanta’ (383 ¢M) oraz pigtnastu zmapowanych
fragmentéw chromosoméw genomu odmiany ‘Senga Sengana’ (237 cM). Wydzielony
region genomu ‘Elsanta’ zawiera 43 allele, a odmiany ‘Senga Sengana’ — 39 alleli
markeréw SSR.

WNIOSKI

1. Rozktad cech tolerancji na deficyt wody oraz wybranych cech warunkujgcych jakosé
owocow w badanej populacji wskazuje na wystgpienie zjawiska segregacji w puli
genotypow mieszancowych, a wigc jest to wilasciwa dla badan genetycznych
populacja mapujaca.

2. Zaggszczona mapa genetyczna ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’ stanowi bazg loci gendw
przydatng do dalszej identyfikacji regionow QTL sprz¢zonych z waznymi cechami
uzytkowymi truskawki.

3. Rozktad alleli pochodzacych z form rodzicielskich wskazuje, ze genotypy
wykorzystane dla celow zageszczania mapy genoméw truskawki majg status
mieszancow z planowanego zapylenia.
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4. Wstepna analiza regionow QTL w grupach sprzezen LG 2, 4, 6 1 7 genomow
badanych odmian truskawki wskazuje na korelacje markerow z badanymi cechami
uzytkowymi tego gatunku.
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Badania nad mozliwoscig zwigkszenia zawartosci
sktadnikow bioaktywnych w owocach truskawki
na drodze hybrydyzacji wewnatrz-

1 miedzygatunkowej w obrebie rodzaju Fragaria

Studies on possibilities of increasing of bioactive compounds in strawberry fruits
through intra- and interspecific hybridization within Fragaria genus

Stowa kluczowe: antocyjany, jako$¢ owocow, kwas L-askorbinowy, polifenole, truskawka

Prace badawcze nad poszerzaniem zmiennos$ci genetycznej u truskawki obecnie
ukierunkowane sg gléwnie na poprawe zewnetrznej i wewnetrznej jakoSci owocOw.
Celem zadania jest okreSlenie mozliwosci zwigkszenia wlasciwosci odzywczych
i prozdrowotnych owocoéw truskawki poprzez zwigkszenie w nich zawarto$ci substancji
bioaktywnych (przede wszystkim polifenoli, antocyjanéw oraz kwasdéw organicznych)
metodg hodowli konwencjonalnej w obrebie rodzaju Fragaria.

CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

W 2018 r. realizowano trzy podzadania (tematy badawcze), ktorych celem byta:
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— ocena plonowania, jakos$ci zewngtrznej 1 wewnetrznej owocow oraz podatnosci roslin
na wazne gospodarczo choroby lisci 180 mieszancéw F, z rodzaju Fragaria,
wyselekcjonowanych z populacji 12 451 siewek i rozmnozonych w latach 20162017,

— szczegOlowa analiza zawartosci wybranych zwigzkéow z grupy polifenoli w owocach
30 genotypow, dla ktorych wyniki podstawowej analizy skladu chemicznego
potwierdzity najwyzszg zawarto$¢ w owocach polifenoli i antocyjanéw ogdltem;

— zweryfikowanie statusu mieszanca dla 20 genotypow z rodzaju Fragaria,
wyselekcjonowanych w latach 2017-2018 roku ze wzgledu na duzg zawarto$¢
zwigzkow polifenolowych i antocyjandéw w owocach.

OPIS WYNIKOW

W temacie pierwszym wykonano ocen¢ fenotypowa cech jakos$ci owocdéw badanych
180 klondéw (pomiar ich wielkosSci, a takze ocena bonitacyjna wielko$ci, atrakcyjnosci,
ksztaltu, barwy i potysku skorki oraz jedrnosci), ktéora pozwolita na wyodrgbnienie
genotypow o najwyzszych wartosciach wymienionych cech. Sg to: T-201426-03 (rodowdd
‘Konfitura’ x ‘Grandarosa’), T-201428-02 (‘Konfitura’ x ‘Elsanta’), T-201430-01
(‘Madeleine’ x ‘Pink Rosa’), T-201436-04 i T-201436-05 (‘Onda’ x ‘Grandarosa’),
T-201444-01 1201444-02 (‘Roxana’ x ‘Pink Rosa’), T-201457-10 i T-201457-16
(‘Grandarosa’ x ‘Elsanta’), T-201458-05 i T-201458-08 (‘Pink Rosa’ x ‘Elsanta’),
T-201462-02 (F. chiloensis Del Norte x ‘Matis’), T-201501-03 (‘Alba’ x ‘Grandarosa’),
T-201511-01 (‘Asia’ x ‘Panvik’), T-201512-05 (‘Camarosa’ x ‘Panvik’), T-201514-01
1 T-201514-08 (‘Candiss’ x ‘Panvik’) oraz T-201536-03 (‘Clery’ X ‘Grandarosa’).
Najwyzszym poziomem kwasu askorbinowego w owocach (powyzej 75 mg/100 g)
odznaczaty si¢ klony: T-201488-12, T-201488-07, T-201488-13 i T-201488-06
(‘Vibrant’ x ‘Matis’), T-201459-01 (F. chiloensis. Del Norte x ‘Grandarosa’), T-201458-09
(‘Pink Rosa’ x ‘Elsanta’), T-201457-11 (‘Grandarosa’ x ‘Elsanta’), T-201436-01 (‘Onda’
x ‘Grandarosa’), T-201536-16, T-201536-08 i T-201536-06 (‘Clery’ x ‘Grandarosa’),
T-201525-01 (‘Cifrance’ x ‘Panvik’), T-201560-02 (‘Onda’ x ‘Panvik’) oraz T-201501-03
(‘Alba’ x ‘Grandarosa’). Z kolei, najwyzszym poziomem zwigzkow fenolowych
(powyzej 180 mg/100 g) w owocach wyrdzniaty si¢ genotypy: T-201486-04 (‘Camarosa’
x ‘Matis’), T-201458-01, T-201458-13, T-201458-07 i T-201458-06 (‘Pink Rosa’ x
‘Elsanta’), T-201424-04 (‘Honeoye’ x ‘Pink Rosa’) oraz T-201442-01 (‘Patty’ X
‘Elsanta’). Bardzo wysokg zawarto$¢ antocyjanow stwierdzono w owocach klonow
T-201462-01 (F. chiloensis Del Norte x ‘Matis’) , T-201488-07 (‘Vibrant’ x ‘Matis’),
T-201437-01 (‘Onda’ x ‘Pink Rosa’), T-201444-01 (‘Roxana’ x ‘Pink Rosa’), T-201536-09
(‘Clery’ x ‘Grandarosa’), T-201506-02 (‘Alice’ x ‘Pink Rosa’), T-201508-01 (‘Alice’ x
‘Matis’), T-201514-02 1 T-201514-08 (‘Candiss’ x ‘Panvik’), T-201512-03 (‘Camarosa’
x ‘Panvik’), T-201513-03 (‘Candiss’ x ‘Matis’) oraz T-201560-11 (‘Onda’ x ‘Panvik’)

W temacie drugim wykazano, ze badane klony réznily si¢ profilem antocyjanow,
jednak zawsze dominujacym zwigzkiem byt glukozyd-3-pelargonidyny, ktérego udziat
procentowy miescit si¢ w przedziale 66,7%-91,1%, nastgpnym antocyjanem stanowig-
cym udzial w przedziale 1,4%-25,3% byl malonyloglikozyd-3-pelargonidyny. Pozostale
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antocyjany: glukozyd-3-cyjanidyny, rutozyd-3-pelargonidyny i malonyloglukozyd-3-
cyjanidyny stanowity maksymalnie 13,2; 8,3 i 1,7% wszystkich antocyjanéw. Najwyzsza
zawartos¢  tych  skladnikoéw  stwierdzono w owocach pigciu  genotypow:
T-201437-01 (‘Onda’ x ‘Pink Rosa’) i T-201449-01 (‘Sophie’ x ‘Matis’) — 41 mg/100 g
$wiezej masy owocow; T-201442-01 (‘Patty’ x ‘Elsanta’) i T-201458-06 (‘Pink Rosa’ x
‘Elsanta’) — 47 mg/100 g oraz T-201488-07 (‘Vibrant’ x ‘Matis’) — 62 mg/100 g.
Owoce dwoch klonow: T-201436-02 (‘Onda’ x ‘Grandarosa’) i T-201458-01 (‘Pink
Rosa’ x ‘Elsanta’) posiadaty bardzo niski poziom antocyjandéw w poréwnaniu z po-
zostatymi badanymi genotypami, odpowiednio 7 mg/100 gi 9 mg/100 g.

Zawarto$¢ kwasu elagowego w owocach wigkszo$ci badanych klonow truskawki
wynosita od 30 do 40 g/100 g swiezej masy owocoOw. Najwyzsza zawarto$¢ tego sktadni-
ka stwierdzono w owocach klonow: T-201458-17 (‘Pink Rosa’ x ‘Elsanta’) —
51 mg/100 g, T-201437-01 (‘Onda’ x ‘Pink Rosa’) — 52 mg/100 g i T-201458-06 (‘Pink
Rosa’ x ‘Elsanta’) — 58 mg/100 g. Najnizsza zawarto$¢ kwasu elagowego oznaczono
w owocach genotypu T-201436-02 (‘Onda’ x ‘Grandarosa’) — 17 mg/100 g.

W temacie trzecim przeprowadzono lgcznie 1674 reakcje amplifikacji. W reakcji
amplifikacji z 9 parami starterow (BFACT045, ARSFL009, ARSFLO15, COBRA-R,
EMFvi003, EMFv003, FACO001, FrH4177, FrH4163) uzyskano 468 amplikonow,
z ktorych 89% byto polimorficznych. Diugos¢ amplikonéw wahata si¢ od 170 do 450 pz.
Analizowane genotypy truskawki scharakteryzowano na podstawie 8—18 polimorficznych
fragmentow DNA. Status mieszanca potwierdzono dla 19 z 20 testowanych. Okreslono
rowniez procentowy udzial amplikonow pochodzacych od formy matecznej, ktory
wynosit od 100% do 18%. Najwyzszy udzial fragmentéw DNA charakterystycznych
dla formy matecznej obserwowano na matrycy DNA wydzielonych z genotypow nr: 3, 6
(‘Grandarosa’ x ‘Elsanta’) oraz 10, 12 i 15 (‘Pink Rosa’ x ‘Elsanta’), najnizszy za$
dla mieszancow nr 13 i 14 (‘Pink Rosa’ x ‘Elsanta’).

WNIOSKI

1. Klony T-201436-05 (‘Onda’ x ‘Grandarosa’), T-201444-01 (‘Roxana’ x ‘Pink
Rosa’), T-201457-16 (‘Grandarosa’ x ‘Elsanta’), T-201458-05 (‘Pink Rosa’ x
‘Elsanta’), T-201462-02 (F. chil. Del Norte x ‘Matis’), T-201501-03 (‘Alba’ x
‘Grandarosa’), T-201511-01 (‘Asia’ x ‘Panvik’), T-201512-03 (‘Camarosa’ x
‘Panvik’), T-201514-01 i T-201514-08 (‘Candiss’ x ‘Panvik’), T-201536-03
i T-201536-15 (‘Clery” x ‘Grandarosa’), T-201537-01 (‘Clery’ x ‘Matis’)
1 T-201555-02 (‘Marmolada’ x ‘Grandarosa’), ze wzgledu na wysoka jako$¢ owocow
i odpornos$¢ lub malg podatno$¢ na choroby lisci, sg genotypami perspektywicznymi
do uprawy towarowe;j.

2. Owoce klonow T-201430-01 (‘Madeleine’ x ‘Pink Rosa’) i T-201444-01 (‘Roxana’ x
‘Pink Rosa’), a takze T-201424-04 (‘Honeoye’ x ‘Pink Rosa’), T-201436-02 (‘Onda’
x ‘Grandarosa’), T-201457-05 i T-201457-17 (‘Grandarosa’ x ‘Elsanta’), T-201458-01
i T-201458-12 (‘Pink Rosa’ x ‘Elsanta’) oraz T-201536-03 (‘Clery’ x ‘Grandarosa’)
i T-201560-02 (‘Onda’ x ‘Panvik’), ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ takich
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zwigzkéw bioaktywnych, jak: zwiazki polifenolowe, antocyjany, a takze kwas
askorbinowy, sg szczegdlne cenne dla diety cztowieka.

Owoce klonéw T-201437-01 (‘Onda’ x ‘Pink Rosa’) 1 T-201458-06 (‘Pink Rosa’ x
‘Elsanta’), z uwagi na bardzo wysoka zawartos¢ kwasu elagowego oraz zwigzkow
z grupy antocyjandw, stanowig cenny sktadnik zywnosci funkcjonalne;.

Istnieje mozliwos$¢ kontrolowanego zapylania genotypoéw w obrebie rodzaju Fragaria
(status mieszanca pochodzgcego z planowanego zapylenia uzyskato 19 z 20 testowa-
nych mieszancow F).
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Ocena potencjatu genetycznego wybranych
genotypow borowki 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

Stowa kluczowe: GCA, SCA, jako$¢ owocow, ocena fenotypowa, odmiany
CEL 1 BADAN

Celem planowanych w 2018 roku badan byto okreslenie zdolnosci kombinacyjnej
(efekty GCA 1 SCA) 12 genotypdw rodzicielskich i 35 rodzin mieszancowych poprzez
ocen¢ fenotypowa populacji siewek F; (2100 szt.) borowki wysokiej rosngcych
doswiadczeniu polowym, zoptymalizowanie warunkéw rozmnazania i ukorzeniania
in vitro wytypowanych genotypow tego gatunku oraz ocena sensoryczna i instrumentalna
jako$ci owocow najwartosciowszych pojedynkow.

OPIS WYNIKOW

Material badawczy stanowita populacja 2100 siewek pokolenia F; boréwki wysokiej
nalezacych do 35 rodzin mieszancowych, uzyskana ze skrzyzowania w ukladzie
czynnikowym 7 form matecznych — ‘Aurora’, ‘Bluecrop’, ‘Brigitta Blue’, ‘Chandler’,
‘Draper’, ‘Duke’ 1 ‘Northland’ oraz 5 form ojcowskich — ‘Earliblue’, ‘KazPliszka’,
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‘Polaris’, ‘Toro’ i “Weymouth’. Siewki posadzono jesienig 2014 roku w doswiadczeniu
polowym, w uktadzie blokéw losowych, w 4 powtdrzeniach po 15 siewek.

Tabela 1
Sila wzrostu siewek borowki wysokiej rosnacych w doswiadczeniu polowym, Sad Pomologiczny
w Skierniewicach, 2018 r. (Srednie z: 4 powtérzenia x 15 siewek /poletko), I termin — ocena wykonana
21-22. 05. 2018 r. II termin — ocena wykonana 17-18. 10. 2018 r.)

, Sita wzrostu siewek
Lp K Nr Rodowdd ocena bonitacyjna (1-9)* wysokos¢ (cm) szeroko$¢ (cm)
omb. Qxa3 : - : - - -
I termin | II termin I termin | II termin I termin | II termin

1 1\1 Aurora x Earliblue 45 6,0 29,6 51,0 30,0 46,0
2 1\2  Aurora x KazPliszka 42 52 26,2 44,0 32,3 44,0
3 1\3 Aurora x Polaris 55 6,9 38,8 62,9 39,2 63,9
4 1\ Aurora x Toro 52 5,5 39,1 58,2 44,9 57,9
5 1\5  Aurora x Weymouth 4,0 4.8 20,1 32,7 253 33,9
Srednia 4,7 5,7 30,8 49,8 34,3 49,1

6 2\1 Bluecrop x Earliblue 5,0 5,8 27,5 56,7 31,4 48,4
7 2\2  Bluecrop x KazPliszka 52 6,2 30,5 63,1 33,7 61,4
8 2\3 Bluecrop x Polaris 5,5 6,4 35,7 61,0 37,5 59,3
9 2\4  Bluecrop x Toro 5,0 6,2 31,5 62,6 34,6 56,2
10 2\5  Bluecrop x Weymouth 5,5 6,8 35,5 69,1 45,0 71,9
Srednia 5,2 6,3 32,2 62,5 36,4 59,4

11 3\1  Brigitta B. x Earliblue 52 6,0 31,4 53,6 33,8 51,8
12 3\2  Brigitta B. x KazPliszka 5,5 6,3 45,0 37,3 40,5 34,4
13 3\3  Brigitta B. x Polaris 4,7 5,8 22,8 41,1 26,4 422
14 3\4  Brigitta B. x Toro 4,8 6,4 242 43,5 30,4 42,1
15 3\5  Brigitta B. x Weymouth 4,6 5,9 25,5 46,7 30,6 44,9
Srednia 5,0 6,1 29,8 44,5 32,3 43,1

16 4\1  Chandler x Earliblue 4,6 6,2 24,5 40,8 27,5 37,7
17 4\2  Chandler x KazPliszka 4,0 54 18,7 35,6 34,2 34,6
18 4\3  Chandler x Polaris 6,7 7,6 35,7 70,0 30,3 66,0
19 44 Chandler x Toro 5,0 6,2 25,1 56,1 30,3 51,0
20 4\5 Chandler x Weymouth 4.5 5,3 22,3 37,9 25,8 33,3
Srednia 5,0 6,1 25,3 48,1 29,6 44,5

21 S5\1 Draper x Earliblue 48 6,1 27,2 48,2 29,0 47,0
22 5\2  Draper x KazPliszka 5,0 6,5 33,4 59,1 42,7 65,6
23 5\3  Draper x Toro 5,5 6,8 34,4 56,8 40,8 57,5
24 54  Draper x Polaris 4,6 5,5 25,8 38,8 40,0 36,8
25 5\5 Draper x Weymouth 4.8 6,0 28,9 52,5 34,0 48,3
Srednia 4,9 6,2 29,9 51,1 37,3 51,0

26 6\1  Duke x Earliblue 54 7,0 37,7 62,1 34,7 62,4
27 6\2  Duke x Polaris 5,4 5,8 31,7 49,5 35,5 46,1
28 6\3  Duke x KazPliszka 5,0 5,6 27,4 45,2 31,7 48,2
29 6\4  Duke x Toro 53 6,2 28,9 63,8 36,4 65,6
30 6\5  Duke x Weymouth 5,2 6,5 35,0 67,3 42,5 65,6
Srednia 5,3 6,2 32,1 57,6 36,1 57,6

31 7\1  Northland x Earliblue 5,7 6,4 36,9 48,1 42,9 52,6
32 7\2  Northland x KazPliszka 4,0 5,0 25,0 32,2 35,0 33,2
33 7\3  Northland x Polaris 42 52 25,9 39,9 29,0 42,1
34 74 Northland x Toro 45 6,4 22,9 65,5 31,5 70,0
35 7\5  Northland x Weymouth 5,6 6,8 33,6 66,6 44,4 69,1
Srednia 4,8 6,0 28,9 50,5 36,6 53,4

Objasnienia: * ocena bonitacyjna 1-9, gdzie: | — siewki najstabiej rosnace, 5 — $rednio silnie rosnace, 9 — siewki
rosnace najsilniej
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W 2018 roku wykonano oceng fenotypowsa siewek pod wzgledem sity wzrostu
(pomiar wysokos$ci i szeroko$ci roslin). Wykazano, ze miode rosliny nalezace do 35
rodzin mieszancowych roznily si¢ sitg wzrostu. Najsilniej rosty siewki nalezgce do naste-
pujacych rodzin mieszancowych: ‘Aurora’ x ‘Polaris’, ‘Aurora’ x ‘Toro’, ‘Bluecrop’
x ‘Polaris’, ‘Chandler’ x ‘Polaris’, ‘Draper’ x ‘KazPliszka’, ‘Draper’ x ‘Toro’, ‘Duke’ x
‘Earliblue’, ‘Duke’ x ‘Toro’, ‘Duke’ x ‘Weymouth’ i ‘Northland’ x ‘Weymouth’ (tab. 1).

Na podstawie wynikoéw oceny fenotypowej populacji mieszancoOw okreslono zdolnosé
kombinacyjng (GCA i SCA) w/w odmian rodzicielskich boréwki wysokiej pod wzgledem
sity wzrostu. Wykazano, ze badane genotypy roznily si¢ wartoSciami efektow GCA
i SCA pod wzgledem tej cechy. Sposrod 12 genotypdéw rodzicielskich tylko 5 odmian
mialo istotne (na plus lub minus) wartosci efektow GCA dla sity wzrostu (tab. 2).

Tabela 2

WartoSci efektow GCA dla sily wzrostu 12 odmian borowki wysokiej krzyzowanych w ukladzie

czynnikowym (7 x 5), Skierniewice, 2018; program statystyczny SERGEN

Nr matki lub S Wysoko$¢ roélin (cm) Szeroko$¢ rolin (cm)
ojca Formy rodzicielskie ocena efektu statystyka F dla ocena efektu statystyka F dla
gléwnego efektu glownego gtéwnego efektu glownego
Analiza wzgledem matek (9)

1 Aurora -2,22 1,70 -2,04 1,38
2 Bluecrop 10,51%* 38,00 8,26%* 22,64
3 Brigitta Blue -7,54%* 19,54 -8,08+* 21,66
4 Chandler -3,91 5,26 -6,66** 14,72
5 Draper -0,91 0,29 -0,13 0,01
6 Duke 5,59%%* 10,75 6,42+* 13,66
7 Northland -1,52 0,79 2,23 1,65
Warto$ci krytyczne dla testowania 0.1 276 01 2,76
indywidual}rllego na poziomie 0,05 3,93 0,05 3,93
0,01 6,89 0,01 6,89
0,1 6,21 0,1 6,21

Wartosci krytyczne dla testowania ’ ’ ’ ’
jednoczl;);tr}l/ego na poziomie 0,05 7,54 0,05 7,54
0,01 10,75 0,01 10,75

Analiza wzgledem ojcow (&)

8 Earliblue -0,49 0,12 -1,74 1,51
9 KazPliszka -6,16%* 19,56 -5,56%* 15,39
10 Polaris 1,85 1,77 2,99 4,46
11 Toro 3,51 6,37 3,06 4,69
12 Weymouth 1,28 0,84 1,26 0,79
. . 0,10 2,76 0,10 2,76

Wartosci krytyczne dla testowania ’ ’ ’ ?
in((l))s/widlrl}:l}rllego na pozi(;)mie 0,05 3,93 0,05 3,93
0,01 6,89 0,01 6,89
Warto$ci krytyczne dla testowania 0,10 3,59 0,10 3,59
jednoczesr?ego na poziomie 0,05 6,89 0,05 6,89
0,01 10,06 0,01 10,06

Objasnienie: * - wartosci istotnie rozne od sredniej ogdlnej przy poziomie o = 0,05

**. warto$ci istotnie rozne od $redniej ogdlnej przy poziomie o= 0,01

Istotnie dodatnie efekty GCA dla wysokosci i szeroko$ci roslin wykazano dla odmian:
‘Bluecrop’ i ‘Duke’, za$ ujemne efekty GCA — dla ‘Brigitta Blue’, ‘KazPliszka’
i ‘Chandler’. Oznacza to, ze badane odmiany rodzicielskie, posiadajgce dodatnie efekty
GCA, sg donorami genéw warunkujgcych silny wzrost u potomstwa ocenianych siewek,
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podczas gdy genotypy rodzicielskie wykazujace ujemne efekty GCA przekazuja
potomstwu staby wzrost siewek. Oszacowane efekty SCA dla 5rodzin mieszancoéw
przyjmowaly istotnie pozytywne wartosci dla wysokosci ro$lin, a istotne negatywne —
dla innych 5 rodzin. Nieco wigcej istotnych efektow SCA oszacowano dla szerokos$ci
siewek. Pozytywne efekty stwierdzono dla 6 rodzin mieszancoéw, za$ negatywne efekty
SCA — dla 4 rodzin mieszancowych. Oznacza to, ze genetyczne wspoétdziatanie obu
genotypow rodzicielskich w ramach tych rodzin mieszancowych warunkuje z duzym
prawdopodobienstwem wysoki/niski lub szeroki/waski charakter wzrostu u potomstwa
siewek.

Zoptymalizowano warunki rozmnazania iukorzeniania in vitro 1 in vivo wytypo-
wanych genotypow borowki wysokiej. Materiatem badawczym byly kultury in vitro 20
wybranych pojedynkéw oraz 2 odmian standardowych (‘Bluecrop’ i ‘Duke’). Te same
genotypy rozmnozono tradycyjnie przez sadzonki zielne w warunkach szklarniowych.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze efektywno$¢ rozmnazania in vitro gatunkow z rodzaju
Vaccinium spp., w tym borowki wysokiej, jest bardzo rézna i zalezna od genotypu,
sktadu pozywki, rodzaju i stezenia hormonow wzrostu w pozywce i $wiadcza o duzej
trudno$ci namnazania i ukorzeniania w kulturach in vitro genotypow borowki.
Wspoétczynnik namnazania kultur okreslany jako liczba pgdow na eksplantat wynosit od
0,7-0,9 dla pojedynkéw 9P i 10P do 8,1; 8,2 oraz 8,6 odpowiednio dla pojedynkéw 51,
68 1 69. Najtrudniej byto uzyskaé¢ nowe pedy dla pojedynkoéw 75 i 10P, ktore wykazuja
bardzo stabg zdolno$¢ namnazania w kulturach in vitro, spowodowang obecnoscig
bakterii endogennych. Efektywnos¢ ukorzeniania in vitro byta wysoka i wynosita od 68,6
do 97,8%. Efektywno$¢ ukorzeniania sadzonek zielnych byla roéwniez zalezna od
genotypu i wynosita od 12,5 do 74,2%. Uzyskane rosliny 22 genotypow z in vitro oraz
z sadzonek zielnych postuzyly do zalozenia jesienig 2018 roku polowego do§wiadczenia
odmianowo-porownawczego. Do$wiadczenie zalozono w uktadzie blokow losowych
w 3 powtorzeniach, po 5 roslin na poletku. W kolejnych 2 latach prowadzona bedzie
ocena fenotypowa badanych genotypéw pod wzgledem cech morfologicznych,
plonowania roslin, wielkosci i jako$ci owocow.

Wykonano oceng sensoryczng i instrumentalng owocow 20 wybranych pojedynkow
boréwki wysokiej dla uzyskania informacji, czy w oparciu o uzyte formy rodzicielskie
mozliwe jest uzyskanie nowych genotypow o ulepszonych cechach jako$ciowych
owocOw. Materiat badawczy stanowily probki owocoéw o masie od 25 do 100 g. Ocena
sensoryczna owocOw, obejmujgca atrakcyjno$¢ ismak owocow, wykonana byla przy
uzyciu skali bonitacyjnej 1-9. Ocena instrumentalna obejmowata zawartos¢ ekstraktu
i witaminy C. Dodatkowo wykonano identyczng ocen¢ jakosci owocow dla 12 odmian
rodzicielskich.

Wstepne wyniki pokazuja, ze owoce badanych pojedynkéw i odmian rodzicielskich
borowki wysokiej roznity si¢ pod wzgledem atrakcyjnosci i smaku owocow oraz
zawartosci ekstraktu i witaminy C. Najatrakcyjniejsze owoce mial pojedynek (23C/1),
o rodowodzie ‘Draper’ x ‘Toro’, za§ najsmaczniejsze — 5 pojedynkow (29B/14, 18C/6,
8B/3, 26A/1 123C/1). Najwigcej ekstraktu zawieraly owoce 3 pojedynkéw (31B/10,
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1A/14 i 26A/1). Najbogatsze w witaming C byly owoce 3 pojedynkow (24A/3, 1A/14
125A/5).

WNIOSKI

1. Siewki borowki wysokiej charakteryzujg si¢ stabym 1 powolnym wzrostem
po posadzeniu w do$wiadczeniu polowym. Wraz z wiekiem sita wzrostu mtodych
siewek (wysoko$¢ 1 szeroko$¢ ro$lin) jest bardziej zrdéznicowana w obrebie
poszczegblnych rodzin mieszancow i migdzy nimi.

2. Badane genotypy rodzicielskie borowki wysokiej r6znig si¢ zdolnoscig kombinacyjng
(efekty GCA i SCA) pod wzgledem sity wzrostu siewek, ocenianej na podstawie
pomiaru wysokos$ci 1 szerokosci roslin. Oszacowane efekty GCA i1 SCA
dla wybranych form rodzicielskich borowki wysokiej przyjmuja wartosci dodatnie
iujemne. Zatem odmiany te, uzyte w krzyzowaniach, mogg przyczyni¢ si¢
do poprawy lub pogorszenia sity wzrostu u potomstwa.

3. Powodzenie namnazania i ukorzeniania in vitro borowki jest silnie uzaleznione
od genotypu. Rozmnozenie kultur in vitro jest trudne dla pojedynkow 75 i 10P,
atatwe dla pojedynkow oznaczonych numerami 51, 68 i 69. Zaproponowany
w badaniach sposob ukorzeniania pedow in vitro w perlicie, nasaczonym plynng
pozywka jest najbardziej efektywny.

4. Odsetek ukorzenionych sadzonek rozmnazanych tradycyjna metoda (sadzonki zielne)
byt uzalezniony od genotypu borowki wysokiej

5. Owoce badanych pojedynkéw i odmian rodzicielskich boréwki wysokiej roznig si¢
pod wzgledem atrakcyjnosci i smaku.

6. Zawartos¢ ekstraktu i witaminy C w owocach testowanych pojedynkow sa w duzym
stopniu uzaleznione od genotypu.
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Badania nad mozliwoscig poszerzenia zmiennos$ci
genetycznej maliny wlasciwej (Rubus idaeus)
pod wzgledem pory dojrzewania 1 jako$ci 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

Stowa kluczowe: hodowla maliny, odmiany maliny, siewki maliny
CELE TEMATOW BADAWCZYCH I PROWADZONYCH BADAN

W zasobach genetycznych Instytutu Ogrodnictwa znajduje si¢ wiele genotypow
maliny wlasciwej (Rubus idaeus) rdznigcych si¢ wieloma cechami biologicznymi. Celem
prowadzonych badan jest weryfikacja hipotezy zakladajacej, ze metodg hodowli
konwencjonalnej mozliwe jest poszerzenie istniejacej zmiennosci genetycznej w obrebie
gatunku Rubus idaeus pod wzgledem wielu cech fenotypowych, poprzez wykorzystanie
potencjatu genetycznego dziesigciu odmian maliny wlasciwej (form rodzicielskich),
pochodzacych z r6znych regionéw geograficznych $wiata.

W ramach Zadania 75 w roku 2018 realizowano 4 tematy szczegotowe, ktorych celem
byta:

— ocena fenotypowa wybranych cech maliny wlasciwej: plonowanie, jako$¢ owocow,
sita wzrostu, pokroj, kolczasto$¢ pedow. Badania prowadzono w oparciu o populacje
siewek 55 rodzin mieszancow (otrzymanych ze skrzyzowania w ukladzie
diallelicznym, II metoda Griffinga) oraz 10 form rodzicielskich maliny: ‘Canby’,
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‘Glen Ample’, ‘Laszka’, ‘Polana’, ‘Polka’, ‘Radziejowa’, ‘Schonemann’, ‘Sokolica’,
‘“Veten’, ‘Willamette’.

— optymalizacja warunkow rozmnazenia in vitro i1 rozmnozenie in vitro pojedynkow
maliny wlasciwej, wyselekcjonowanych w latach 20162017, dla zalozenia kolekcji
klonow.

— wykonanie analiz chemicznych owocow 40 wyselekcjonowanych genotypow
dla uzyskania informacji, czy mozliwa jest poprawa jako$ci wewnetrznej owocow
maliny wlasciwej, w oparciu o uzyte w badaniach odmiany rodzicielskie.

— wykonanie analiz molekularnych 10 klonow w celu weryfikacji statusu mieszanca
z planowanego zapylenia genotypow maliny wlasciwej i opracowanie dla nich profili
genetycznych (,,DNA-fingerprinting”).

OPIS WYNIKOW

Wykazano, ze oceniane siewki maliny, bardzo réznig si¢ pod wzgledem ocenianych
cech fenotypowych. Siewki ocenianej populacji mieszancow w roéznym stopniu tacza
cechy fenotypowe form rodzicielskich, tworzac genotypy o cechach, ktorych nie
posiadaty formy rodzicielskie. Uzyskane wyniki oceny fenotypowej wskazuja
na mozliwe potaczenie w jednym genotypie zdolnosci do wytwarzania wysokiej jakosci
owocOw (jako$¢ zewngtrzna i wewngtrzna), letnio-jesiennego owocowania, bezkol-
cowosci pedoéw, matej podatnosci na choroby i szkodniki oraz wysokiego stopnia
samoptodnosci (Zurawicz i in., 2018). Jednakze dalsza ocena powinna byé wykonana
na co najmniej kilku ro$linach uzyskanych z rozmnozenia pojedynkow, wowczas
mozliwe begdzie zebranie reprezentatywnych prob owocoéOw dla wykonania analiz
chemicznych.

Zainicjowano kultury in vitro 10 najwarto§ciowszych pojedynkow. Stwierdzono r6zna
zdolno$¢ uzytych genotypow do rozmnazania in vitro. Wzrostu nie podjeto 0-85,7%
pakow inicjalnych. Odsetek pakow pozostatych w kulturach do dalszego namnozenia
zalezal od genotypu i pory pobierania pgkow. Najstabiej przebiegata izolacja w terminie
od stycznia do marca. Wiele pakow inicjalnych zamierajagcych w warunkach in vitro
miato zawigzki kwiatostandw i objawy szklistosci. Efektywniejsze byly izolacje
w miesigcach wiosennych maj-czerwiec. Widoczne byly duze roznice w potencjale
rozmnozeniowym genotypow tzw. ‘tatwych’, z ktorych uzyskanie p¢déw do ukorzeniania
nie sprawialo trudnosci. Jednak dla wigkszosci genotypdéw uzyskanie pedoéw
do ukorzenienia wymagato 2—3 pasazy. Wspotczynnik namnazania wahat si¢ od 1,6-4,4
pedow z jednego eksplantatu. Efektywnos$¢ ukorzeniania in vitro i aklimatyzacji ex vitro
byta rowniez zalezna od genotypu i wahata si¢ od 52,3—100%, $rednio wynosita 88,2%.

Wykonano analizy chemiczne owocow, uzyskanych z 40 roznych genotypoéw maliny,
w tym kilku odmian rodzicielskich. Badane genotypy byty zréznicowane pod wzgledem
zawarto$ci badanych zwigzkow chemicznych w owocach. Zawartos¢ polifenoli ogotem
w badanych probkach miescita si¢ w przedziale 250—505 mg/100 g, najwyzsza zawartosé
polifenoli miaty owoce odmiany ‘Laszka’. Zawarto$¢ antocyjanéw w probach owocow
miescilta si¢ w zakresie 21-57 mg/100 g. Dominujgcym kwasem organicznym w mali-
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nach jest kwas cytrynowy, ktérego zawartos¢ w owocach ksztaltowala si¢ na poziomie
1307-2420 mg/100 g. Poziom kwasu askorbinowego w owocach badanych genotypow
wynosit 19-50 mg/100 g. W wyniku skrzyzowania formy rodzicielskiej ‘Canby’
z odmianami ‘Radziejowa’ lub ‘Sokolica’ otrzymano klony o wyzszej zawartosci
polifenoli ogétem i kwasu askorbinowego, ale nizszej zawartosci kwasu jabtkowego.
Natomiast klon, uzyskany ze skrzyzowania odmian ‘Canby’ x ‘Polana’ wykazywal
nizsze warto$ci wszystkich badanych sktadnikéw chemicznych w owocach, w poréwna-
niu z odmiang rodzicielska ‘Canby’. Klony, pochodzace od odmiany ‘Glen Ample’,
charakteryzowaly si¢ wyzszg zawartoScig zwigzkéw fenolowych w owocach oraz
zdecydowanie wyzszg zawarto$cig antocyjanow w poréwnaniu do formy rodzicielskiej,
co sugeruje, ze odmiana ta moze przyczynia¢ si¢ do poprawienia zawarto$ci tych
zwigzkow w owocach genotypoéw potomnych. Z kolei, klony wywodzace si¢ od odmiany
‘Laszka’ wykazaly nizszg zawarto$¢ sktadnikéw fenolowych w owocach, w tym
antocyjanow i kwasu askorbinowego, w porownaniu do formy rodzicielskiej. Tak wiec
krzyzujac odmiang ‘Polka’ z odmianami ‘Sokolica’, ‘Radziejowa’ lub ‘Veten’ mozna
uzyska¢ klony o zdecydowanie wyzszej zawartosci polifenoli ogdtem, chociaz o nizszej
zawartos$ci antocyjandow.

Przeprowadzano 1326 reakcji amplifikacji, w ktorych wygenerowano 180
amplikondéw, w tym 169 polimorficznych o dtugosci 120-520 pz. Kazdy z testowanych
genotypow zostal oceniony na podstawie 7—10 charakteryzujacych go fragmentéw DNA.
Status mieszanca potwierdzono dla 9 z 10 testowanych genotypow. Okreslono udziat
amplikonéw pochodzacych od formy matecznej (22—-100%). Oszacowano udziat alleli
pochodzacych od formy ojcowskiej (25-78%). Najwyzszy udziat fragmentow DNA
charakterystycznych dla formy matecznej obserwowano na matrycy DNA wydzielonych
z genotypu ‘Polana’ X ‘Sokolica’, najnizszy dla genotypu ‘Glen Ample’ x ‘Polana’.
Dla wszystkich testowanych genotypdw opracowano profil genetyczny ,,.DNA-
fingerprinting” metoda SSR z wytypowanymi 5 parami oligonukleotydéw. Nie
potwierdzono statusu mieszanca z planowanego zapylenia dla genotypu ‘Polana’ X
‘Sokolica’. W genotypach o potwierdzonej mieszancowosci najwyzszy procentowy
udziatu alleli pochodzacych od formy matecznej obserwowano u genotypow ro$lin
‘Polana’ x ‘Schonemann’ i ‘Polka’ x ‘Sokolica’ odpowiednio 70 i 75%. Na matrycy
wydzielonej z mieszancow: ‘Canby’ X ‘Radziejowa’, ‘Polka’ x ‘Veten’, ‘Polka’ X
‘Radziejowa’, ‘Polana’ x ‘Polka’, ‘Canby’ X ‘Polana’ i ‘Laszka’ x ‘Polka’
zamplifikowano fragmenty DNA charakterystyczne dla formy matecznej (42—-60%).
Po analizie wzor6w DNA uzyskanych dla mieszancoéw: ‘Polka’ x ‘Sokolica’, ‘Polana’ x
‘Schénemann’ i ‘Laszka’ x ‘Polka’ obserwowano najnizszy udzial fragmentow DNA
charakteryzujacy forme¢ ojcowska, ktory wynosit 25, 30 i 40%. Najwyzszy udziat
amplikonéw DNA charakterystycznych dla formy ojcowskiej 78%, oszacowano
dla mieszanca ‘Glen Ample’ x ‘Polana’.
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WNIOSKI

Uzyskano populacj¢ siewek o bardzo zrdéznicowanych cechach fenotypowych,
poszerzajacych istniejaca zmienno$¢ genetyczng gatunku Rubus idaeus. Cennym
elementem nowej zmiennosci jest polaczenie w jednym genotypie tego gatunku
owocowania w terminie letnio-jesiennym z tworzeniem pgdow bez kolcdéw oraz
wysoka jakoscig owocow.

Inicjacje kultur in vitro genotypéw maliny mozna prowadzi¢ z pgkéw zimowych, jak
tez wiosennych i letnich, a powodzenie inicjacji oraz dalszych etapéw rozmnazania
w kulturach in vitro zalezy od genotypu maliny.

Owoce ocenianych genotypow maliny r6znig si¢ pod wzgledem zawartosci ekstraktu,
polifenoli, antocyjanoéw, kwasu askorbinowego, kwasu jablkowego 1 kwasu
cytrynowego. Posiadaja zard6wno wyzsza, jak 1 nizszg zawarto$¢ zwigzkow
chemicznych w poréwnaniu do odmian rodzicielskich.

Mieszance o potwierdzonym statusie stanowig 9 z 10 testowanych mieszancoéw F,
maliny wlasciwe;j.
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Analiza czynnikow warunkujacych organogenez¢
agrestu (Ribes grossularia L.) w kulturach
in vitro 1 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

Stowa kluczowe: agrest, DNA, kultury in vitro, organogeneza, polimorfizm

TEMAT BADAWCZY 1

Zalozenie doswiadczenia odmianowo-porownawczego i wykonanie oceny

fenotypowej roslin agrestu z rozmnozenia tradycyjnego oraz z in vitro

Cel

Ocena fenotypowa ros$lin agrestu rozmnozonych w kulturach in vitro i tradycyjnie
rosngcych w warunkach polowych.

Opis wynikéw

Materiat do badan stanowity mtode ro$linny 8 odmian i 7 klonow hodowlanych
agrestu, rozmnozone w kulturach in vitro oraz metodg tradycyjng przez sadzonki zielne,
rosngce w doswiadczeniu odmianowo-porownawczym. Zdecydowana wigkszo$¢ roslin
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z rozmnozenia tradycyjnego, jak rowniez z in vitro, byla w bardzo dobrej kondycji

po zimie. Tylko pojedyncze rosliny doznaly lekkich uszkodzen mrozowych. U dwoch

sadzonek in vitro, z klondow 86 1 108 zaobserwowano silne uszkodzenia mrozowe.

Obserwacje sity wzrostu, pokroju oraz tworzenia nowych pedow wskazuja, ze najsilniej

rosngcg odmiang byl ‘Captivator’ oraz klony hodowlane. Rosliny rozmnozone in vitro

wykazywaly bardziej roztozysty pokroj oraz wigkszg szeroko$¢ w poréwnaniu do roslin
rozmnozonych z sadzonek zielnych. Wstgpne wyniki pokazuja, ze najwigksze porazenie
ro§lin przez maczniaka stwierdzono u odmiany ‘Biaty Triumf’, niezaleznie od metody
rozmnazania. Na mtodych roslinach pozostatych genotypow nie stwierdzono objawow tej
choroby. Wszystkie testowane genotypy agrestu wykazywaty roézny stopien porazenia
roslin przez opadzing lisci. Niezaleznie od metody rozmnazania, najwigcej symptomow
porazenia obserwowano na liSciach odmian ‘Bialy Triumf” i ‘Hinonnmaki Rot’ oraz
klonow 861 117.
Whioski

— Odmiana ‘Captivator’ oraz klony hodowlane w obu metodach rozmnazania
wykazywatly najwigksza site wzrostu.

— Rosliny rozmnozone in vitro w porownaniu do roslin rozmnozonych z sadzonek
zielnych charakteryzowaty si¢ bardziej rozlozystym pokrojem oraz wicksza
szerokoscig.

— Odmiana ‘Bialy Triumf’, niezaleznic od metody rozmnazania, wykazywala
najwicksza wrazliwo$¢ na amerykanskiego maczniaka agrestu, a genotypy °Bialy
Triumf’, ‘Hinonnmaki Rot’ oraz klony 86 i 117 wykazywaly najwiecej symptomow
porazenia przez antraknoze lisci niezaleznie od metody rozmnazania.

TEMAT BADAWCZY 2

OkreS$lenie wplywu mikrorozmnazania agrestu na zachowanie jednorodnoSci

genetycznej i powstawanie zmiennoS$ci somaklonalnej w obrebie gatunku

Cel

Optymalizacja techniki izolacji genomowego DNA agrestu z lisci roslin matecznych
oraz pochodzacych z kultur in vitro.

Opis wynikéw

Badania prowadzono na 5 odmianach agrestu: ‘Captivator’, ‘Hinnonmaki Rot’,
‘Hinsel’, ‘Invicta’ i ‘Resika’. Porownano skuteczno$¢ izolacji DNA zestawami: DNeasy
Plant Mini Kit® oraz NucleoSpin Plant II. Preparaty DNA analizowano
elektroforetycznie w zelu oraz spektrofotometrycznie do obliczenia st¢zenia genomo-
wego DNA w poszczegblnych preparatach oraz oceny czystosci. Zestawem DNeasy Plant
Mini Kit® przeprowadzono izolacj¢c DNA z 71 roslin z in vitro. St¢zenie genomowego
DNA wabhato si¢ od 8,70 do 49,2 ng/ul, natomiast wspotczynnik 260/280 nm wynosit od
1,74 do 1,99. Zaobserwowano roznice w wydajnosci izolacji genomowego DNA
pomigdzy poszczegdlnymi genotypami. Najwyzsze stezenia genomowego DNA
uzyskano w preparatach wyizolowanych z odmian ‘Invicta’ i ‘Captivator’ odpowiednio
31,9 i 30,7 ng/ul, nizsze stezenia uzyskano z odmiany ‘Resika’ i ‘Hinsel’ 26,4
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124,5 ng/pl, najnizsza zawarto§¢ DNA mialy preparaty odmiany ‘Hinnonmaki Rot’
16,1 ng/ul. Najwyzsze stezenie DNA uzyskano stosujgc zestaw NucleoSpin Plant II
zuzyciem buforu PL1 (Srednio 44,5 ng/ul), natomiast izolacja przy uzyciu zestawu
DNeasy Plant Mini Kit® dala najnizsze zawartosci DNA §rednio 28,6 ng/ul.
Wspoétezynnik 260/280 nm dla preparatow izolowanych zestawem DNeasy Plant Mini
Kit® wynosit od 1,76 do 1,84, wyzsze wartosci wspolczynnika uzyskano zestawem
NucleoSpin Plant II: od 1,83 do 1,90 w izolacji z buforem PL1 oraz od 1,85 do 1,92
w preparatach izolowanych buforem PL2.
Whioski
— Sprawdzone metody izolacji DNA pozwolity na uzyskanie preparatow DNA
przydatnych do dalszej analizy technika AFLP.
— Do izolacji genomowego DNA agrestu najbardziej efektywny jest zestaw NucleoSpin
Plant II, metoda z buforem PL1.
— Wydajnos¢ izolacji genomowego DNA byta uzalezniona od odmiany.

TEMAT BADAWCZY 3

Analiza polimorfizmu DNA genotypdéw agrestu przy uzyciu techniki AFLP

Cel

Analiza polimorfizmu DNA 15 genotypow agrestu technikag AFLP z zastosowaniem
6 kombinacji starterow w rdznicujgcych reakcjach amplifikacji.

Opis wynikéw

Badania prowadzono na 15 genotypach agrestu. Izolacje genomowego DNA
wykonano z uzyciem DNeasy Plant Mini Kit® oraz z zestawem NucleoSpin Plant II
z buforem ekstrakcyjnym PL1. Spektrofotometrycznie obliczono stezenie genomowego
DNA oraz oceniono czysto§¢ preparatow. Analize¢ AFLP polimorfizmu DNA
prowadzono wedlug Zabeau i Vos (1993). Preparaty DNA trawiono enzymami
restrykcyjnymi Msel oraz Pstl. Do fragmentow restrykcyjnych przytaczano adaptery
o znanej sekwencji. Fragmenty DNA poddano wstgpnej amplifikacji z uzyciem starterow
komplementarnych do sekwencji adapterowych. Do reakcji réznicowego PCR
wytypowano 6 par starterow: Pst-AT/Mse-CG, Pst-CA/Mse-TG, Pst-GT/Mse-AC,
Pst-TA/Mse-GA, Pst-AG/Mse-CT i Pst-TC/Mse-AG. Produkty rozdzielano w 6% zelu
poliakrylamidowym 1 wybarwiano azotanem srebra. Oceniano liczbe produktow
AFLP-PCR ich zréznicowanie pomigdzy genotypami oraz polimorfizm produktéw PCR.
W analizie AFLP z szeScioma parami starterow uzyskano 283 produkty amplifikacji,
z czego 87 (30,7%) byto polimorficznych. Testowane pary starteréw AFLP generowaty
polimorficzne produkty amplifikacji w reakcji roznicowej PCR. Testowane pary
starterow roznily si¢ w ilosci generowanych produktow PCR, ktorych liczba wahata sig¢
od 22 dla pary starteréw Pst-TC/Mse-AG do 91 ze starterami Pst-AG/Mse-CT.

Whioski
— Preparaty DNA uzyskane zestawami do izolacji DNA: DNeasy Plant Mini Kit®

i NucleoSpin Plant II s3 odpowiednie do analizy technika AFLP.
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— Polimorfizm DNA pomigdzy pigtnastoma genotypami agrestu oceniony na podstawie
analizy AFLP z szeScioma parami starterow wyniost 30,7%.

— Wszystkie testowane pary starterow AFLP generowaly polimorficzne produkty
w reakcji réznicowej amplifikacji, co potwierdza skuteczno$¢ techniki AFLP
w uzyskaniu markerow pozwalajacych na identyfikacje genotypow.

LITERATURA

Zabeau M., Vos P. 1993. Selective restriction fragment amplification: a general method for DNA
fingerprinting. European Patent Application 92402629.7, Publication number 0 534 858 Al.

410



NR 286 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN 2019
e-ISSN 2657-8913

BOGUMIL.A BADEK

STANISLAW PLUTA

MALGORZATA KORBIN

Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach

Kierownik Tematu: dr Bogumita Badek Pracownia Niekonwencjonalnych Metod Hodowli Roslin, Instytut
Ogrodnictwa w Skierniewicach, 96-100 Skierniewice, ul. Pomologiczna 18, tel. +48 468345460,

e-mail: bogumila.badek@inhort.pl

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.802.20.2018, Zadanie 78.

Charakterystyka markeré6w molekularnych,
sprz¢zonych z odpornoscig na wielkopgkowca
porzeczkowego (Cecidophyopsis ribis)

Characteristics of molecular markers linked with the resistance to gall mite
(Cecidophyopsis ribis)

Stowa kluczowe: mapa genetyczna, marker, porzeczka czarna, wielkopakowiec porzeczkowy

Wielkopakowiec porzeczkowy (Cecidophyopsis ribis) jest mnajgrozniejszym
szkodnikiem w uprawie czarnej porzeczki, zasiedlajgcym wickszos¢ uprawianych
odmian. C. ribis jest wektorem rewersji porzeczki czarnej (Black currant reversion virus
— BRY), ktora redukuje plon, prowadzac w konsekwencji do likwidacji plantacji (Pluta
i Zurawicz, 2002; Labanowska i in., 2015). Ograniczanie liczebno$ci populacji wielko-
pakowca porzeczkowego oraz pozyskanie odmian porzeczki czarnej o zwigkszonej
odpornosci na szpeciela i BRV sg niezwykle istotne dla praktyki ogrodniczej. Wiele
jednostek naukowych w Europie zajmuje si¢ badaniami nad identyfikacja markerow
molekularnych, sprzezonych z dwoma odrebnymi typami odpornosci Ce i P. Zrédtem
odpornosci typu Ce w ww. badaniach jest agrest (R. grossularia) (Knight i in., 1974),
a typu P—R. nigrum ssp. Sibiricum (Anderson, 1971). Réwniez w Instytucie Ogrodnictwa
w Skierniewicach prowadzone sa badania dotyczace poszukiwania sprzgzen migdzy
odpornosciag a zlokalizowaniem warunkujagcych ja fragmentow genomu na mapie
genetycznej porzeczki czarnej.
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Celem badan prowadzonych w 2018 roku byta: 1) ocena polimorfizmu w grupach
sprzezen obejmujgcych regiony zwigzane z cechg odpornosci porzeczki na C. ribis,
oparta na metodzie sekwencjonowania, 2) zagegszczanie kolejnych grup sprz¢zen mapy
genetycznej odmian ‘Ceres’ i ‘Bona’ oraz 3) weryfikacja 10 wytypowanych sekwencji
markerowych pod katem ich przydatnosci do selekcji genotypow odpornych i podatnych
na wielkopgkowca porzeczkowego.

Material badawczy do analiz molekularnych stanowily ros$liny pochodzace z kolekcji
IO 1 rodziny mieszancéw ‘Ceres’ X ‘Bona’, poddane corocznej ocenie fenotypowej pod
wzgledem stopnia zasiedlenia przez wielkopgkowca (57% mieszancow ‘Ceres’ x ‘Bona’
oraz 74% odmian z kolekcji).

Do monitorowania regiondw genomu porzeczki czarnej uzyto markerow
mikrosatelitarnych SSR z dostgpnych map genomowych (Brennan i in., 2008;
Mazeikiene i in., 2012), bazujgcych na reakcji PCR ze starterami komplementarnymi
do unikalnych sekwencji flankujacych motywy satelitarne. Ocen¢ polimorfizmu
w grupach sprzezen obejmujacych regiony Ce i P dwunastu genotypow Ribes (kolekcja
10), zroéznicowanych pod wzgledem odpornosci na C. ribis, oparto na metodzie
CAPS-PCR zczterema enzymami restrykcyjnymi (Hpall, PfIF1, Dpnll i HpyCH41IV)
oraz sekwencjonowaniu matryc DNA (100 fragmentow DNA).Uzyskane sekwencje DNA
porownano z danymi NCBI. Analiz¢ sekwencji przeprowadzono przy uzyciu programu
komputerowego CEQ 8000 software v.9.0. Uzyskane z odczytow kontigi ‘sktadano’ przy
uzyciu programu SeqMan (pakiet Lasergen v.7). Zr6znicowanie nukleotydowe sekwencji
analizowano przy uzyciu programu MegAlign (pakiet Lasergen v.7). Analiza
porownawcza wykazata zrdéznicowanie uktadu sekwencji amplikonow genotypoéw
odpornych 1 wrazliwych, najprawdopodobniej sklasyfikowanych jako polimorfizm
jednonukleotydowy (SNP). Taka hipoteza wymaga jednak dalszych badan, ktore sg
przewidziane na kolejne lata realizacji projektu. Do uzyskanych sekwencji
zaprojektowano po jednej parze specyficznych oligonukleotydow.

W nastgpnym etapie badan zaplanowanych na 2018 rok skupiono si¢ na zageszczaniu
uzyskanego w 2017 roku szkieletu mapy genetycznej porzeczki czarnej. Konstrukcje
mapy oparto tgcznie na 20 markerach SSR zlokalizowanych na mapach referencyjnych
rodzaju Ribes (Brennan i in., 2008; Mazeikiene i in., 2012). Na podstawie analizy profili
markeréw SSR wytypowanych dla genotypéw rodzicielskich i 149 mieszancoéw ‘Ceres’ x
‘Bona’, zidentyfikowano 177 alleli polimorficznych segregujacych dla genotypow
mieszancowych. Analiza segregacji alleli, r6znicujacych formy rodzicielskie (allele
heterozygotyczne) pozwolila na okreslenie typu segregacji oraz rozktadu alleli w popu-
lacji mapujacej (test X *). Na podstawie frekwencji rekombinacji pomiedzy allelami
oszacowano odlegto$ci mapowe (cM) migdzy poszczegolnymi markerami SSR/ czgstosé
rekombinacji pomiedzy zidentyfikowanymi allelami w badanej populacji mapujace;.
Uzyskany w biezagcym roku szkielet mapy wzbogacony zostal o 62 allele i obecnie
zawiera 11 grup sprze¢zen, stanowigcych fragmenty siedmiu chromosoméw (I-VII)
o facznej dtugosci 537 cM. Analiza poréwnawcza uzyskanych grup sprzezen z ich
odpowiednikami na mapach referencyjnych, opublikowanych dla innych przedstawicieli
rodzaju Ribes, wykazata 63% homologi¢. Jednocze$nie zaobserwowano, ze loci oraz

412



Porzeczka czarna (Ribes nigrum)

kolejnos¢ zidentyfikowanych alleli wprowadzonych na mape markeréw SSR nieznacznie
roznity si¢ w poréwnaniu do loci tych samych markerow zlokalizowanych na mapach
referencyjnych.

Ostatni etap badan zaplanowanych do realizacji w 2018 r. dotyczyl poszukiwania
markeréw sprzezonych z genami Ce i P, ktore umozliwilyby charakterystyke genotypow
rodzaju Ribes, zréznicowanych pod wzgledem odporno$ci na wielkopgkowca
porzeczkowego. Poszukiwanie i identyfikacja takich markerow ma na celu skrocenie
cyklu hodowlanego, gdyz selekcje materialu ros§linnego mozna przeprowadzi¢ juz
w stadium siewki, niezaleznie od tego, w jakiej fazie rozwojowej rosliny ujawnia si¢ dana
cecha. Na 100 wytypowanych do badan genotypach przeprowadzono weryfikacje 10
markerow SCAR pod katem ich przydatnosci do selekcji genotypow odpornych
i podatnych na C. ribis. Lacznie przeprowadzano 3 000 testow. Wykorzystujac w reakcji
PCR startery wlasciwe dla (potencjalnych) markerow SCAR stwierdzono wystepowanie
oczekiwanych produktéw amplifikacji zarowno w przypadku genotypoéw odpornych, jak
i wrazliwych na C. ribis. Na obecnym etapie badan, przeprowadzone przez nas wstgpne
badania weryfikujace wytypowane sekwencje markerowe, nie potwierdzily ich przydat-
nosci do selekcji genotypow odpornych i wrazliwych na wielkopgkowca porzeczkowego.

WNIOSKI

1. Wyniki badan dotyczace oceny polimorfizmu fragmentow roznicujacych genotypy
rodzaju Ribes (odporne/ podatne) uzyskane na matrycach DNA ro$lin wybranych
z kolekcji stanowig podstawe bazy sekwencji sprzgzonych z cecha odpornosci
na C. ribis 1 bgdg kontynuowane w kolejnych latach realizacji projektu, zgodnie
z harmonogramem.

2. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢ brak pelnej kolinearnosci
uzyskanej mapy z mapg referencyjng. O zjawisku tym $wiadczy fakt, ze
wygenerowane grupy sprzezen LGI1, LG2, LG3, LG4, LG5, LG6 1 LG7 wykazuja
homologi¢ z chromosomami I, II, III, IV, V, VI i VII map referencyjnych, niemniej
odnotowano zmiany w lokalizacji oraz kolejnosci sekwencji alleli.

3. Na podstawie uzyskanych wynikéw nie stwierdzono korelacji mi¢dzy testowanymi
markerami a cechg odpornosci na wielkopakowca porzeczkowego.
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Poszukiwanie regionow DNA sprzezonych
z tolerancja wegetatywnych podktadek jabtoni
na niskie temperatury poprzez analiz¢ transkryptomu
1 ocen¢ stopnia polimorfizmu genéw kandydujacych

Identification of the genome regions correlated with cold hardiness of apple
rootstocks by transcriptomic analysis of differentially expressed candidate genes

Stowa kluczowe: adnotacja, EST, jablon, qPCR, RNAseq, sekwencjonowanie NGS, transkryptom

Celem tematu byla analiza fenotypowa 17 podktadek jabtoni z kolekcji 10 z zastoso-
waniem oceny nasilenia reakcji obronnej badanych roslin po przemrozeniu oraz oceny
zmian ekspresji genow kandydujacych (CG) (qPCR), wytypowanych na podstawie
sekwencjonowania transkryptomu dwoch podktadek wzorcowych i 15 innych z kolekcji
Instytutu, a takze wytypowanie nowych fragmentow EST gendéw o zrdznicowanej
ekspresji w podktadkach wzorcowych, dla poszerzenia dotychczasowej bazy markerow
mrozoodpornosci.

Badania fenotypowe prowadzono na podktadkach jabloni: 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 Antonéwka
(seria P — hodowla polska, M/ MM —Wielka Brytania, CG — USA, PB-4 — Bialorus,
Antonowka — Rosja) sztucznie przemrazanych w komorze BINDER GmbH (temp:
-10°C, -12°C i -14°C). Proby kontrolne stanowity podkitadki nie traktowane ww.
temperaturami.
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Oceng stopnia reakcji badanych obiektow po zastosowaniu niskich temperatur,
przeprowadzono w uktadzie genotyp/podktadka/temperatura. Dla wszystkich badanych
podktadek wykonano pomiary: $rednicy pgdu przewodnikowego podktadki (mm), stopnia
regeneracji podktadek (skala 1-5); wysokosci pedu przewodnikowego podktadki (cm);
dtugosci przyrostow jednorocznych (cm); §wiezej masy korzeni podktadek (g).

W przeprowadzonym doswiadczeniu zaobserwowano, ze zadna z temperatur nie
spowodowala $mierci catej puli badanych genotypow, ale kondycja ro$lin pod koniec
okresu wegetacji byta stabsza niz roslin kontrolnych. Najwigkszy wigor posiadaty
podktadki przemrazane w temperaturze -10°C. Najslabszym wigorem charakteryzowaty
si¢ podktadki przemrazane w temperaturze -14°C. Dla podktadek P 66, P 67 i P 68
odnotowano wigkszy przyrost i srednicg pedu przewodnikowego, wicksza dlugos¢ pedow
bocznych, a takze wigkszg $wiezg mase korzeni niz dla podkladek M.9 i M.26 (Zurawicz
i Lewandowski, 2014). Bazujac na wartoSciach $rednich ocenianych parametrow dla
trzech temperatur, w obrebie skolekcjonowanych podkladek mozna wyr6zni¢ dwie grupy
— mniej i bardziej wrazliwe na przemarzanie. Do pierwszej grupy mozna
zakwalifikowa¢ 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 pozostate, czyli P 2, P 14, P 16, P 22, CG 11,
CG 16, M.9 i M.26.

Skolekcjonowang w ramach zadania bazg sekwencyjng z eksperymentow RNAseq
z dwoch sezonow badawczych (2016 1 2017) poddano weryfikacji metodg gPCR. W tym
celu, z tej samej puli ro$lin, do badan molekularnych dotyczacych oceny zmian ekspresji
genow kandydujacych (CG) (qPCR) zachodzacych w podktadkach wzorcowych oraz
w podktadkach z kolekeji Instytutu, wyizolowano matryce RNA (Zeng i Yang, 2000).
Calkowite RNA (1pg) poddano transkrypcji do stabilnego cDNA (AffinityScript QPCR
cDNA Synthesis Kit, Agilent). Do amplifikacji fragmentow dscDNA uzyto par
oligonukleotydéw zaprojektowanych do sekwencji 30 genow (EST, 2016 1 2017)
wytypowanych na podstawie odczytdéw sekwencji transkryptoméw wzorcowych
podktadek jabloni. W pierwszym etapie badan przeprowadzono ocen¢ zmian profilu 15
fragmentéw EST (2016) w genomach 17 podktadek jabtoni. Wytypowane sekwencje
koduja: biatka hydrolaz (Md664464, Md475472, Md288837, Md321783, Md303946),
biatka sekrecyjne i sktadniki blon komorkowych oraz wakuoli (Md321783, Md881546,
Md203983, Md145463, Md580263), biatko transkrypcyjne (Md546831) oraz bialka:
wiazace jony Zn>", biatko receptorowe, biatko bedace sktadnikiem chloroplastow i biatko
o aktywnosci kinazy (odpowiednio Md196401, Md161758, Md253080, Md707995).

W przeprowadzonych testach zaobserwowano: wzrost ilosci transkryptu genéw
o adnotacjach Md161758, Md203983, Md196401 oraz spadek ekspresji genow:
Md664464, Md321783, Md217803, Md28837 we wszystkich podktadkach (-10°C).
Osiem genow (Md161758, Md203983, Md707995, Md664464, Md145463, Md253080,
Md303946, Md546231) podlegato inhibicji w podktadkach wrazliwych (P22, P26, P67,
P68, M7, M.9, M.26, MM106, GC11, GC16, PB4, Antondéwka) (-12°C, -14°C),
natomiast gen Md475472 — aktywacji (wzrost 100x) (-12°C, -14°C).

W drugim etapie badan przeprowadzono oceng zmian w profilu ekspresji 15 EST
(RNAseq, 2017) w genomach podktadek wzorcowych: wrazliwej M.9 i tolerancyjnej P 60.
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RNA wyizolowane z tkanek ksylemu i korzenia z roslin traktowanych oraz
kontrolnych, przepisane na stabilne cDNA, stanowito matryce do reakcji amplifikacji
fragmentéw dscDNA, do ktorych uzyto par oligonukleotydéw komplementarnych
do sekwencji transkryptow o zréznicowanej ekspresji.

Oceng zmian ekspresji przeprowadzono dla EST: czterech gendéw bioracych udziat
w wigzaniu kationd6w regulujacych reakcje chemiczne — Md32326, Md22724,
Md425030, Md843015; pieciu gendw kodujacych biatka transportowe blon
komorkowych — Md318613, Md139165, Md165140, Md163192, Md312901; czterech
genéw kodujacych komponenty komorkowej btony foso-lipidowej — Md432351,
Md240736, Md247173, Md843015; dwoch genow, ktore podlegaja aktywacji pod
wptywem czynnikow stresu — Md834597, Md668869 oraz genu kodujacego biatka
z rodziny auksyn regulujgcych rozpoczecie fazy spoczynku roslin (Velasco i in., 2010;
Baiiin., 2014)

Na podstawie testow qPCR dla podktadki M.9, wytypowano grupe genow,
aktywowanych w korzeniu i w tkankach przewodzacych (Md318613, Md425030,
Md432351, Md39165, Mdi63192). Druga grupa gendw (Md222724, Md240736,
Md165140) podlegata aktywacji w tkankach ksylemu i inhibicji w tkankach korzenia,
natomiast dla dwoch genow (Md385497 1 Md285927) odnotowano indukcje w korzeniu a
inhibicj¢ w tkankach przewodzacych podktadki M.9. W przypadku tolerancyjnej
podktadki P 60 dla pigciu genow (Md32326, Md240736, Md318613, Md455030,
Md163192) zaobserwowano aktywacj¢ ekspresji zarowno w korzeniu jak i w tkankach
przewodzacych. Cztery z wytypowanych gendw (Md222724, Md385497, Mdi165140,
Md285927) ulegaty inhibicji w ksylemie, ale indukcji w tkankach korzenia, natomiast
dwa (Md139165 i Md432251) wykazaty odwrotng aktywno$¢ w testowanych tkankach
podktadki P 60.

Dodatkowo, na podstawie przeprowadzonych testow walidacyjnych (RNAseq vs.
gPCR) (Imelfort i Edwars, 2009) wytypowano tacznie 13 fragmentéw EST, dla ktérych
odnotowano zroznicowang regulacje w uktadzie genotyp/ gen/ temperatura przemrazania.

Ostatnim etapem badan byla analiza transkryptomu jabtoni, poprzez sekwencjo-
nowanie NGS oraz wytypowanie specyficznych fragmentow EST (sprz¢zonych z cecha
mrozoodpornosci). Sekwencjonowanie i analiza porownawcza w ukladach genotyp
podktadki/ kontrola vs. genotyp podktadki/ temperatura mrozenia probek (M.9 —
wrazliwa i P 60 — tolerancyjna) pozwolita na odczyt 233 606 825 sekwencji (tj. 500 tys.
transkryptow) (Xu, 2010).

Sposrod adnotowanych sekwencji wybrano 15 EST kodujacych: komponenty bton
komoérkowych oraz biatka uczestniczace w transporcie miedzy- i wewnagtrzkomoérkowym
makroczgsteczek 1 jondw, biatka przekaznikowe inicjujace zmiany aktywnosci
komorkowej, biatka transportowe i receptorowe bton organelli komoérkowych oraz biatka
stresow abiotycznych i regulujagcych komérkowe systemy naprawcze.

WNIOSKI
1. Podktadki P 66, P 67 i P 68 mozna uzna¢ za tolerancyjne na stres niskich temperatur.
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2.

3.

Poziom ekspresji badanych genoéw zalezy od genotypu podktadki, badanej tkanki
roslinnej (ksylem / korzen) i stosowanej temperatury przemrazania.

Trzynascie EST, o odrgbnym typie regulacji w podktadkach tolerancyjnych
i wrazliwych na mroz, zidentyfikowano jako potencjalne markery tolerancji na stres
niskiej temperatury.

Wytypowane i adnotowane sekwencje transkryptomu jabtoni poszerzajg baz¢ danych,
z ktoérej wytonione zostang przypuszczalne markery funkcjonalne badanej cechy
podktadek jabtoni.
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Analiza genetyczna i molekularna wybranych
genotypow jabtoni (Malus domestica) dla skrocenia
okresu juwenilnego 1 poprawy jakosci owocoOw

Genetic and molecular analysis of selected apple genotypes (Malus domestica)
for shortening of the juvenile period and quality improvement of the fruits

Stowa kluczowe: faza juwenilna, jabton, jako$¢ owocoéw, markery molekularne

W ramach Zadania 71 w roku 2018 realizowano 2 tematy badawcze.

— Ocena fenotypowa populacji siewek pokolenia F; (2800 siewek) pod katem sity
wzrostu, wczesnosci wehodzenia w okres kwitnienia i owocowania oraz odpornosci
ro$lin na wazne gospodarczo choroby (parch jabtoni, mgczniak jabtoni), a takze ocena
efektow GCA, SCA dla badanych form rodzicielskich pod wzgledem wybranych cech
fenotypowych.

— Zageszczanie mapy genetycznej genoméw odmian ‘Free Redstar’ oraz ‘Oliwka Zotta’,
reprezentujgcych wysoki stopien polimorfizmu genetycznego oraz istotnie réznigcych
si¢ dlugoscig fazy juwenilne;j.

CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

— Oszacowanie efektow GCA i SCA dla badanych form rodzicielskich pod wzgledem
wybranych cech fenotypowych (sita wzrostu, wczesnos¢ wchodzenia w okres
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kwitnienia i owocowania, intensywno$¢ kwitnienia i owocowania, odporno$¢ roslin na
choroby) w oparciu o ocen¢ potomstwa 28 rodzin mieszancow.

— Zaggszczenie istniejacych 1 nowych grup sprz¢zen mapy genetycznej odmian ‘Free
Redstar’ i ‘Oliwka Zotta’, poprzedzone analiza segregacji alleli markerow SSR w
populacji mapujacej uzyskanej ze skrzyzowania obu form rodzicielskich, odmiennych
pod wzgledem dtugosci fazy juwenilne;.

OPIS WYNIKOW

Obliczenia dotyczace estymacji efektow GCA i1 SCA dla uktadu czynnikowego
(24 x 37) wykonano za pomocg programu komputerowego SERGEN (Califiski i in.,
2003). Wsrod 11 genotypow rodzicielskich jabloni, tylko 6 odmian: ‘Free Redstar’,
‘Alwa’, ‘Koksa Pomaranczowa’, ‘Golden Delicious’, ‘Kosztela’ i ‘Oliwka Zétta’ miato
istotne (na plus lub minus) wartosci efektow GCA dla sity wzrostu siewek (tab. 1).

Tabela 1
Ocena efektow GCA dla sily wzrostu siewek 11 odmian jabloni krzyzowanych w ukladzie
czynnikowym (94 x 47), Dabrowice, 2018; program statystyczny SERGEN

Sifa wzrostu siewek
Nr matki L $rednica pedu przewodnikowego wysoko$¢ pedu przewodnikowego
lub ojca Formy rodzicielskie ocena efektu statystyka F dla ocena efektu statystyka F dla
gléwnego efektu gléwnego gléwnego efektu glownego
Analiza wzgledem form matecznych - @

1 Free Redstar 0,494%* 16,41 1,38 17,31
2 Gold Milenium 0,225 3,40 -0,54 2,70
3 Alwa 0,113 0,86 1,49 20,11
4 Golden Delicious -0,832%* 46,56 -2,32%* 49,04
. . 0,10 2,77 0,10 2,77

Wartosci krytyczne dla testowania ’ ? ’ ’
indywidualnego na poziomie g’g? g’gg 8’8? z’gg
Wartosci krytyczne dla testowania 8’(1)(5) g’?é 8’(1)2 2’?;
jednoczesnego na poziomie O’Ol 9’72 0’01 9’72

Analiza wzgledem form ojcowskich - &

1 Glogierowka 0,716 5,38 1,80 3,79
2 Kosztela -1,048+* 11,53 -0,84 0,82
3 Malinowa Oberlandzka -0,451 2,14 -0,36 0,15
4 Kronselska 0,694 5,05 1,86 4,09
5 Oliwka Zo6lta -0,746 5,83 -3,22%% 12,16
6 Koksa Pomaranczowa 1,197** 15,04 0,08 0,01
7 Mclntosh -0,361 1,37 0,68 0,54
. . 0,10 2,77 0,10 2,77

Wartosci krytyczne dla testowania ’ i ’ ’
indywidualnego na poziomie g’g? g’gg 8’8? z’gg
. . 0,10 6,26 0,10 6,26

Wartosci krytyczne dla testowania ’ ? ’ ?
jednoczesnego na poziomie g’g? 1(7)52(83 8’8? 1(7)’23

Objasnienie:
* wartosci istotnie rézne od $redniej ogélnej przy poziomie a = 0,05
** warto$ci istotnie r6zne od $redniej ogolnej przy poziomie a = 0,01
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Odmiany: ‘Free Redstar’, ‘Alwa’, ‘Koksa Pomaranczowa’ wykazujg istotnie dodatnie
warto$ci efektow GCA dla tej cechy. Odmiany te uzyte w programach krzyzowan beda
wiec donorami silnego wzrostu u potomstwa siewek tego gatunku. Natomiast odmiany
Golden Delicious’, ‘Kosztela’ i ‘Oliwka Zo6tta’ mialy istotnie negatywne efekty GCA
dlatej cechy. Odmiany te uzyte jako formy rodzicielskie sa wigc donorami genow
warunkujacych staby wzrost u potomstwa siewek jabtoni. Nalezy jednak pamigtaé, ze
w przypadku drzew jabtoni, cz¢$¢ odmian poczatkowo po posadzeniu w polu ro$nie
silnie, a po wejsciu w okres owocowania sita ich wzrostu maleje. Przeklada si¢ to
na uzyskiwanie wigkszej liczby owocow, o bardziej atrakcyjnym wygladzie (Rejman,
1994). Wyniki analizy ogolnej zdolnosci kombinacyjnej (GCA) dla stopnia porazenia
siewek przez parcha jabtoni pokazujg, ze warto$¢ ujemna efektow GCA dla tej cechy
roslin oszacowano dla odmian: ‘Free Redstar’ i ‘Gold Milenium’, a dla odmiany ‘Free
Redstar’ dodatkowo dla stopnia porazenia roslin przez maczniaka jabtoni (tab. 2).

Tabela 2
Ocena efektow GCA dla stopnia porazenia przez parcha i maczniaka jabloni siewek 11 odmian jabloni
krzyzowanych w ukladzie czynnikowym (24 x J7), Dabrowice, 2018; program statystyczny SERGEN

Stopien porazenia siewek
Nr matki Formy rodziciclskic parch jabloni maczniak jabtoni
lub ojca ocena efektu statystyka F dla ocena efektu statystyka F dla
gtéwnego efektu glownego gléwnego efektu gléwnego
Analiza wzgledem form matecznych - @
1 Free Redstar -0,339%* 98,50 -0,064* 12,96
2 Gold Milenium -0,132%* 14,94 -0,039 4,84
3 Alwa 0,050 2,14 0,082%* 21,16
4 Golden Delicious 0,421%* 151,97 0,021 1,44
Wa'rtoéci'krytyczne dla tes'tovv'ania 8: (1)(5) i:gz 8: (1)2 ?:;;
indywidualnego na poziomie 0.01 6.95 0.01 6.95
Wartosci krytyczne dla testowania 8’(1)(5) 2’?; 8’(1)2 g’?é
jednoczesnego na poziomie O’Ol 9’72 0’01 9’72
Analiza wzgledem form ojcowskich - &

1 Glogierowka 0,238 4,81 0,054 3,10
2 Kosztela 0,188 3,00 -0,040 1,75
3 Malinowa Oberlandzka -0,143 1,73 0,029 0,88
4 Kronselska -0,287 6,95 -0,015 0,25
5 Oliwka Zotta -0,218 4,01 0,029 0,88
6 Koksa Pomaranczowa 0,182 2,81 -0,040 1,75
7 Mclntosh 0,038 0,12 -0,015 0,25
- . 0,10 2,77 0,10 2,77
Wa'rtosm'krytyczne dla tes'tovv'ama 0.05 3.95 0.05 3.95
indywidualnego na poziomie 0.01 6.95 0.01 6.95
. . 0,10 6,26 0,10 6,26

Wartoéci krytyczne dla testowania ’ ? ’ ?
jednoczesnego na poziomie g’g? 1(7)’23 8’8? 1(7)52(83

Objasnienie:
* wartosci istotnie rozne od $redniej ogélnej przy poziomie a = 0,05
** warto$ci istotnie r6zne od $redniej ogolnej przy poziomie a = 0,01
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Genotypy te sa donorami genow warunkujacych odporno$¢ lub matg podatno$¢ na parcha
1 mgczniaka jabloni u potomstwa siewek jabloni. Natomiast odmiany ‘Golden Delicious’
i ‘Alwa’ mialy istotnie dodatnie efekty GCA, odpowiednio dla stopnia porazenia roslin
przez parcha i maczniaka jabloni. Obie odmiany uzyte jako formy rodzicielskie sa wigc
donorami genéw warunkujacych podatno$¢ na parcha i maczniaka jabtoni u potomstwa
siewek jabtoni. Nasze wyniki maja potwierdzenie w literaturze, ktéra wskazuje, ze
genotypy ‘Free Redstar’ i ‘Gold Milenium’ sg odmianami odpornymi na parcha jabtoni
(Vr), za$ genotypy ‘Golden Delicious’ i ‘Alwa’ s3 odmianami $rednio podatnymi na tego
patogena (Rejman, 1994; Zurawicz, 2003; Lewandowski i Zurawicz, 2007; Zurawicz
iin., 2013). W badaniach prowadzonych przez Lewandowskiego i Zurawicza (2007)
stwierdzono takze, ze odmiana ‘Free Redstar’ jest odmiang odporng lub mato podatng
na maczniaka jabloni.

Do sporzadzenia map genetycznych nowych odmian jabtoni wykorzystywane jest
zjawisko konserwatywnosci (kolinearnosci) markerow, ktorych sekwencje zidentyfiko-
wane moga by¢ w genomach innych ro$lin tego samego lub innego gatunku
(Gianfranceschi i in., 1998; Velasco i in., 2010). Zjawisko to wykorzystano w niniejszych
badaniach podczas wyboru sekwencji markeréw umozliwiajgcych wysycenie mapy
genetycznej jabloni odmian ‘Free Redstar’ i ‘Oliwka Zotta’. W wyniku reakcji
amplifikacji przeprowadzonych z 50 markerami SSR zidentyfikowano 108 polimor-
ficznych alleli, segregujacych w badanej populacji mapujacej, dla ktorych okreslono loci
w genomach obu badanych form rodzicielskich. Analiza typu segregacji oraz frekwencji
rekombinacji pomiedzy zidentyfikowanymi allelami pozwolita na sporzadzenie szkieletu
grup sprzg¢zen stanowigcych homologi chromosoméw I, VII oraz VIII genomu jabtoni.
Uzyskany szkielet mapy wybranych chromosomow obejmuje fragment genomu gatunku
Malus o dtugosci 595 cM. Na podstawie analizy lacznie 230 zidentyfikowanych (lata
2015-2018) heterozygotycznych alleli, roznicujgcych genomy odmian ‘Free Redstar’
oraz ‘Oliwka Zotta’, okreslono typ segregacji oraz ich rozktad w populacji mapujacej
(test X°), uzyskanej w wyniku skrzyzowania obu form rodzicielskich. Po okresleniu typu
segregacji oszacowano, ze 86 wprowadzonych na mapg alleli markeréw wystepujacych
w siewkach potomnych pochodzito z genomu odmiany ‘Free Redstar’, natomiast 89
z genomu odmiany ‘Oliwka Zéta’. W przypadku 55 markeréw zidentyfikowano allele,
ktore pochodzity z genomoéw obu form rodzicielskich. Na tym etapie badan sporzadzono
odrebne mapy genetyczne genoméw jabloni odmian ‘Free Redstar’ i ‘Oliwka Zolta’.
Sporzadzona mapa genomu odmiany ‘Free Redstar’ zawiera 36 grup sprze¢zen, w obrebie
ktorych zidentyfikowano loci 127 alleli markerow SSR, segregujacych w populacji
mapujacej. Uzyskane fragmenty wykazaly istotny stopien homologii do chromosoméw
X1V, V, XVI, XIII, 111, X, IX, XVIII, VII, VI, VIII, XII, II oraz I, referencyjnego genomu
jabloni. Natomiast na sporzadzonej mapie genomu odmiany ‘Oliwka Zotta’
zlokalizowano 180 alleli markerow SSR sprzgzonych w 43 grupach sprzgzen
homologicznych do chromosomoéw I, IX, VI, XVI, X, XIII, V, XV, XVII, XIV, VIII oraz
I genomu Malus. Wielko§¢ zmapowanego genomu odmiany ‘Free Redstar’ wyniosta
1522 ¢M, natomiast genomu odmiany ‘Oliwka Zotta’ — 2130 cM. Stopien
kolinearno$ci zmapowanych fragmentow genomow obu odmian jabloni z odczytami
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referencyjnej mapy rodzaju Malus oszacowano na 58% (analiza porownawcza dla mapy
zintegrowane] ‘Free Redstar’ x ‘Oliwka Zoétta’) (Liebhard i in., 2002, 2003).

WNIOSKI

1. Badane genotypy rodzicielskie jabtoni r6znig si¢ zdolnos$cig kombinacyjng (efekty
GCA 1 SCA) pod wzgledem sily wzrostu siewek, wyrazonej $rednicg i wysokoscig
pedu przewodnikowego oraz pod wzglgdem stopnia porazenia siewek przez parcha
i maczniaka jabtoni.

2. Oszacowane efekty GCA i SCA 11 form rodzicielskich przyjmuja wartosci dodatnie
iujemne. Odmiany te uzyte w krzyzowaniach moga przyczyni¢ si¢ do poprawy
lub pogorszenia sily wzrostu u potomstwa, a takze warunkowaé zwigkszenie
lub obnizenie podatnos$ci na parcha i maczniaka jabtoni u siewek jabtoni.

3. Nie obserwuje si¢ pelnej kolinearnosci konstruowanej przez nas mapy genetycznej
jabtoni ‘Free Redstar’ i ‘Oliwka Zotta’ z referencyjng mapa genomu Malus (poziom
58%).

4. Utworzone w Instytucie mapy genetyczne stanowig precyzyjna baz¢ do dalszych
badan nad lokalizacjg genow oraz regionow genomow, warunkujacych dtugos¢ fazy
juwenilnej i poprawy jakoSci owocow, a takze innych waznych cech uzytkowych
badanych odmian jabtoni dla potrzeb hodowli tworczej gatunku.
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Indukowanie zmiennosci genetycznej jabtoni
na drodze poliploidyzacji in vitro oraz ocena
fenotypowa 1 genetyczna uzyskanych poliploidow
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

Stowa kluczowe: Malus % domestica, in vitro, poliploidyzacja, tetraploidy, zmienno$¢ genetyczna,
AFLP, MSAP

WSTEP

Jednym z waznych Zroédet zmienno$ci jest proces poliploidyzacji. Poliploidy —
genotypy o zwielokrotnionej liczbie chromosomow sg szeroko wykorzystywane
w programach hodowlanych wielu roslin uzytkowych, gdyz charakteryzujg si¢ bujnym
wzrostem 1 czgsto wigkszg odpornoscig na czynniki stresowe biotyczne lub abiotyczne.
W poprzednich latach badan, dzigki opracowanej efektywnej metodzie poliploidyzacji
in vitro, uzyskano liczne tetraploidy sze$ciu odmian jabloni ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’,
‘Pinova’, Co-op 32 (‘Pristine’), ‘Redchief” i ‘Sander’. Celem badan jest uzyskanie
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tetraploidow o nowych cechach uzytkowych, w tym zwigkszonej odpornosci na porazenie
przez grozne patogeny jabloni — Erwinia amylovora (sprawcy zarazy ogniowej) oraz
Venturia inaequalis (sprawcy parcha jabloniowego). W roku 2018 badania obejmowaty
ocen¢ uzyskanych autotetraploidoéw po wzgledem cech morfologicznych, parametrow
fizjologicznych oraz podatnosci na ww. patogeny, a takze zmian w strukturze i stopniu
metylacji DNA oraz wielkoSci genomu. Prace prowadzono w ramach 5 tematdéw
badawczych.

TEMAT 1

Ocena in vitro podatnosci na porazenie przez Erwinia amylovora uzyskanych

tetraploidéw wytypowanym testem w odniesieniu do ich diploidalnych genotypow

wyjsciowych

Wykorzystano wyizolowany z jabloni szczep E. amylovora nr 659 o S$redniej
wirulencji. Pedy dlugosci 4-5 cm inokulowano bakteriami poprzez usunigcie wierzchotka
pedu skalpelem zanurzonym w inokulum (10° jtk/ml), nastepnie pedy inkubowano przez
6 tyg. na pozywce do namnazania, wykonujac cotygodniowe obserwacje stopnia
porazenia. Do$wiadczenie wykonano z udzialem 17 kolejnych genotypow
tetraploidalnych 6 odmian; do badan wlaczono takze odmiang referencyjng ‘Lobo’
o wysokim stopniu podatnosci na patogen. U trzech odmian ‘Free Redstar’, ‘Pinova’
i ‘Sander’ wykryto w sumie 8 klonow tetraploidalnych charakteryzujgcych si¢ istotnie
nizszym stopniem porazenia bakteriozag w porownaniu do odmiany macierzystej
i referencyjnej ‘Lobo’.

TEMAT 2

Ocena efektywnos$ci ukorzeniania i aklimatyzacji w warunkach ex vitro ro§lin

klondéw tetraploidalnych

Poréwnywano efektywno$¢ aklimatyzacji pedow klonow tetraploidalnych w odnie-
sieniu do ich diploidalnych odpowiednikow w zalezno$ci od metody ukorzeniania pedow:
1) in vitro oraz 2) ex vitro. Metoda in vitro ukorzeniano pedy 15 klonoéw tetraploidalnych
5 odmian. Pe¢dy inkubowano przez 6—7 dni na pozywce indukcyjnej (1 IBA + 1 JAA +
putrescyna 13 [mg I"']), nastepnie 14-21 dni na pozywce bez auksyn, po czym sadzono je
ex vitro w miniszklarenkach; po 6 tyg. wykonywano obserwacje.

W drugiej metodzie pedy sadzono ex vitro bezposrednio po 6—7-dniowej indukcji
ukorzeniania na pozywce indukcyjnej (jw.). Wykorzystano 38 klonoéw tetraploidalnych
6 odmian. W porownaniu do metody ukorzeniania in vitro, dzigki zastosowaniu
bezposredniego ukorzeniania poprzedzonego 6-dniowa indukcjg rizogenezy in vitro,
znacznie zwigkszono efektywno$¢ aklimatyzacji mikrosadzonek jabtoni zaréwno
diploidow (np. u odm. ‘Redchief’ z 28,5% do 58%), jak i tetraploidow — srednio z 29%
do 45,7%.
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TEMAT 3

Ocena zmian genetycznych/epigenetycznych  uzyskanych tetraploidow

w odniesieniu do diploidalnych odmian wyjsciowych

Zmiany genetyczne oceniano wykorzystujac analize AFLP, do ktorej uzyto 5 par
starterow. Badano 12 kolejnych genotypdéw tetraploidalnych 4 odmian. Podjgto takze
probe wykrycia mutacji u autotetraploidow metodg sekwencjonowania genomowego
DNA. Sekwencjonowanie DNA klonu tetraploidalnego odmiany ‘Redchief’ (najbardziej
zmienionego genetycznie wedlug AFLP) w poréwnaniu do diploida wykonano,
wykorzystujac '1D Ligation Sequencing Kit', na sekwenatorze MinlON sterowanym
za pomocg komputera. Ponadto w celu wykrycia zmian spowodowanych duzymi
delecjami/inwersjami czy aneuploidalnoscia, u kolejnych tetraploidow oceniano wielkos¢
genomu (zawartos¢ jadrowego DNA), wykorzystujac analiz¢ cytometrii przeplywowe;.
Z kolei zmienno$¢ epigenetyczng oceniano wykonujac analiz¢ stopnia metylacji
z wykorzystaniem markerow MSAP. Analiz¢ t¢ prowadzono w celu wyjasnienia
przyczyn zahamowania wzrostu niektorych tetraploidow. Analizowano po 2 genotypy
tetraploidalne dwoch odmian charakteryzujgcych si¢ sklonnoscig do przedwczesnego
wchodzenia w spoczynek (rosliny o zahamowanym wzroscie, bgdace w spoczynku
i aktywnie rosngce, przed i po chlodzeniu) w odniesieniu do genotypow wyjsciowych.
Wykorzystano 8 par starteréw MSAP.

Wyniki badan potwierdzity, iz proces poliploidyzacji indukuje zmiany genetyczne.
Sredni stopien zréznicowania genetycznego badanych 8 tetraploidéw 4 odmian
analizowany przy uzyciu markerow AFLP wynosit 2,4% w poréwnaniu do diploidalnych
ro$lin wyjsciowych. Natomiast nie wykryto zmian w zawarto$ci jadrowego DNA. Z kolei
wyzszy stopien metylacji wykazywaly rosliny tetraploidow wchodzace w okres
spoczynku.

Wykorzystujgc platforme¢ Oxford Nanopore MinlON odczytano sekwencje dwoch
bibliotek cDNA przygotowanych dla diploida i tetraploida odmiany ‘Redchief’. Jednak
uzyskane stosunkowo niskie catkowite liczby odczytow oraz poziom pokrycia sekwencji
referencyjnych nie pozwolily na przeprowadzenie wiarygodnej analizy ewentualnych
mutacji w badanym tetraploidzie. Mimo to uzyskane wyniki wskazuja na wielki potencjat
tej metody, ponad 70% uzyskanych odczytow miato dlugosci z przedzialu 5000—
25000 nt.

TEMAT 4

Ocena morfologiczna oraz parametréw fizjologicznych wytypowanych

tetraploidéw w odniesieniu do genotypow wyjsciowych

Ocenie morfologicznej poddano 6—7-miesi¢gczne rosliny 22 kolejnych tetraploidow,
a parametry fizjologiczne badano u 12 tetraploidalnych genotypow. Poliploidyzacja
jabtoni spowodowata wyrazng zmiang¢ fenotypu. W poréwnaniu z diploidami, nowo
otrzymane autotetraploidy mialy krotsze pedy i mniejsze liScie o zmienionym ksztatcie,
natomiast zawarto$¢ chlorofilu u tetraploidow byta wyzsza. Natezenie transpiracji
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i przewodnos¢ szparkowa byly z reguly wyzsze u tetraploidow. Aktywnos¢ foto-
syntetyczna i maksymalna wydajno$¢ kwantowa PSII (Fv/Fm), u tetraploidow byty
porownywalne do obserwowanych u diploidow.

TEMAT 5

Ocena podatnosci uzyskanych poliploidow na porazenie przez Venturia

inaequalis w warunkach szklarniowych

Rosliny inokulowano zawiesing zarodnikéw V. inaequalis o koncentracji ok. 10°
zarodnikdw/ml, umieszczono na 48 godzin w warunkach wysokiej wilgotnosci powietrza,
nastgpnie przenoszono do standardowych warunkéw szklarniowych. Oceng porazenia
lisci tetraploidow w odniesieniu do diploidalnych odmian wyj$ciowych oraz wrazliwej
odmiany referencyjnej ‘Lobo’ przeprowadzona po 4 tyg. od inokulacji przy uzyciu 5-
stopniowej skali. Doswiadczenie wykonano z udzialem 25 kolejnych genotypow
tetraploidalnych 5 odmian. Tetraploidy odmian o duzej i $redniej podatno$ci na parcha
(‘Redchief’ 1 ‘Gala Must’), charakteryzowaly si¢ podobna podatno$cia na V. inaequalis
jak odmiana macierzysta i odmiana referencyjna ‘Lobo’. Natomiast u odmian o matej
podatnosci: ‘Free Redstar’ — badane tetraploidy w ogodle nie byly porazone, natomiast
u ‘Pinova’ — polowa badanych tetraploidow byla porazona w znikomym stopniu,
a pozostale — podobnie jak diploid.

Badania wykazaly, ze w wyniku poliploidyzacji uzyskano kilka genotypow
tetraploidalnych wykazujacych znacznie mniejszy stopien porazenia przez E. amylowora
oraz V. inaequalis niz odmiany wyjsciowe. Ponadto wszystkie uzyskane tetraploidy
w mniejszym lub wigkszym stopniu roéznity si¢ morfologicznie od swoich diploidalnych
odpowiednikow. Zasadnicze rdéznice morfologiczne (krotsze pedy, zmieniony ksztatt
lisci, wigksze aparaty szparkowe i1 wyzsza zawartos¢ chlorofilu) wynikaja z podwojenia
liczby chromosomow. Ponadto wykazano, ze tetraploidy tej samej odmiany roznig si¢
pomigdzy sobg, np. pod wzgledem podatno$ci na choroby. Roznice w obrgbie
tetraploidow danej odmiany sg prawdopodobnie wynikiem zmian genetycznych i epi-
genetycznych na co wskazuje zmienno$¢ w strukturze DNA 1 stopniu metylacji, wykryta
przy uzyciu analizy AFLP i MSAP.
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Hybrydyzacja oddalona gatunkow Prunus cerasifera
(atycza), Prunus armeniaca (morela), Prunus salicina
(Sliwa japonska), Prunus domestica (§liwa domowa)
w celu zwigkszenia bior6znorodnosci genetyczne]
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

Stowa kluczowe: krzyzowanie mi¢dzygatunkowe, mieszance mig¢dzygatunkowe, Prunus, embryo
rescue

WSTEP

Hybrydyzacja gatunkow w obrgbie rodzaju Prunus jest dos¢ trudna, a jesli juz
zachodzi, to charakteryzuje si¢ niskg efektywnoscig. Celem badan byta ocena mozliwosci
zwigkszenia bior6znorodno$ci genetycznej w obrebie rodzaju Prunus poprzez
zastosowanie hybrydyzacji oddalonej gatunkow Prunus cerasifera, Prunus armeniaca,
Prunus salicina, Prunus domestica metodg hodowli klasycznej przy wykorzystaniu
techniki embryo-rescue. Przyjg¢ta hipoteza badawcza zaklada, ze przy pomocy metod
konwencjonalnych (hodowla i technika embryo rescue) mozliwy jest transfer gendow
warunkujacych cenne cechy biologiczne migdzy wymienionymi gatunkami i uzyskanie
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nowych nie wystepujacych w naturze genotypoéw, posiadajacych skumulowane cenne
cechy, wystepujace obrgbie roznych gatunkow z rodzaju Prunus. Zaktada sig, ze pozwoli
to poszerzy¢ istniejgcg bioroznorodnos$¢ w obrebie tego rodzaju.

CELE TEMATOW BADAWCZYCH

W ramach zadania 77 w roku 2018 realizowano 6 tematow badawczych, ktorych
celem byto:

— Ocena zywotnosci pytku form ojcowskich moreli, $liwy japonskiej i atyczy, uzytych
do krzyzowan, oraz jego zdolnosci do kietkowania (wytwarzania tagiewki pytkowej).

— Ocena kompatybilnosci genetycznej wybranych genotypoéw moreli, $liwy japonskiej,
sliwy domowej i alyczy, uzytych jako formy rodzicielskie w programie krzyzowan.

— Ocena zdolnosci kietkowania nasion uzyskanych z programu hybrydyzacji oddalone;j
lub w wyniku wolnego zapylenia kwiatow réznych genotypoéw atyczy, moreli, sliwy
japonskiej 1 sliwy domowej, dla okreslenia form matecznych wytwarzajacych nasiona
o wysokiej zdolnosci kietkowania.

— Optymalizacja warunkow dla prawidlowego rozwoju 10 tygodniowych zarodkow,
uzyskanych w wyniku hybrydyzacji oddalonej w obrebie rodzaju Prunus.

— Opracowanie profili genetycznych dla form rodzicielskich, uzytych w zrealizowanym
programie krzyzowan oraz zweryfikowanie statusu mieszanca z planowanego
zapylenia dla ro$lin potomnych uzyskanych w 2017 r.

— Ocena wybranych cech biologicznych siewek mieszancowych uzyskanych w latach
2013-2016 dla wytypowania najbardziej wartosciowych pojedynkow.

OPIS WYNIKOW

W temacie pierwszym barwienie acetoorceing wykazato, ze zywotno$¢ pytku form
ojcowskich, wykorzystanych do krzyzowan w 2018 r., wynosi od 36% do 100%.
Zywotno$¢ pytku wyrazona jego zdolnoscia do kietkowania na pozywkach byta nizsza od
zaobserwowanej po barwieniu acetoorceing. Metode acetoorceinowg mozna wigc
stosowac¢ tylko do badan wstepnych, gdyz moze wybarwia¢ ziarna pylku nieaktywne
fizjologicznie. Niezaleznie od zastosowanej pozywki najnizszg zdolno$¢ kietkowania
mial pytek sliwy japonskiej (0-3% kietkujacych ziaren), a najwyzsza moreli (30-72%).
Obserwacje wzrostu tagiewek pytkowych przez tkanke transmisyjng szyjki shupka
(in vivo), po zapyleniu wewngtrzgatunkowym (kontrola), wykazaty, ze dorastajg one do
poziomu zalgzka po uptywie 48 godzin od naniesienia pytku na znamig¢ stupka. Natomiast
obserwacje prowadzone dla kombinacji krzyzowan mig¢dzygatunkowych wykazaty, ze
lagiewki pytkowe dorastajg do zalazka dopiero po uptywie 72 godzin po zapyleniu.

W temacie drugim wykonano 20 kombinacji krzyzowan oddalonych i zapylono 4 740
kwiatow. Duza liczba zawigzkéw mieszancowych opadta w ciggu kilku tygodni po
wykonaniu zapylen, co prawdopodobnie spowodowane bylo wystgpieniem post-
zygotycznych Dbarier krzyzowalno$ci. Ostatecznie uzyskano 642 owoce/zawigzki
owocow, co stanowi tylko 13,5% zapylonych kwiatow. Najlepsze zawigzywanie owocoOw
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w stosunku do liczby zapylonych kwiatow uzyskano w krzyzowaniach mieszanca (atycza
x §liwa japonska) x §liwa japonska (42,6%) i §liwa japonska x atycza (23,6%).

Badania w temacie trzecim prowadzono na 788 mnasionach mieszancowych,
uzyskanych z krzyzowania genotypow s$liwy japonskiej, moreli i atyczy, z ktorych 724
(91,9%) byly to nasiona dobrze wyksztatcone, czyli zywotne. Pozostatle 64 nasiona
(8,1%) miaty silnie zdeformowane liScienie, a wigc byly to nasiona niezywotne. Ocenie
zdolnosci  kietkowania poddano tylko nasiona dobrze wyksztalcone. Pomimo
dlugotrwatej stratyfikacji i pozbawienia nasion endokarpéw nie wszystkie nasiona byty
zdolne do kietkowania. Lacznie sposrod 788 nasion dobrze wyksztalconych skietkowato
686, co stanowi 94,8%. Najlepiej kietkowaty nasiona form matecznych OSL 58, OSL 65
i ‘Najdiena’ (100% skietkowanych nasion), natomiast nieco stabiej nasiona formy
matecznej ‘Trumlar’ (92,6% skietkowanych nasion).

Badania w temacie czwartym prowadzono na 81 zarodkach, uzyskanych z krzyzo-
wania mig¢dzygatunkowego sliwy japonskiej, atyczy i moreli oraz na 180 zarodkach
(kontrola) uzyskanych w wyniku zaplodnienia wewnatrzgatunkowego (z wolnego zapy-
lenia). Po 10 tygodniach stratyfikacji pozostato 57 zywotnych zarodkdéw z krzyzowan
mig¢dzygatunkowych i 145 z wolnego zapylenia. W fitotronie uzyskano odpowiednio 31
1 105 roslin. Z zarodkéw wytozonych na pozywki MS (Murashige i Skoog) i WPM
(Lloyd 1 McCown) uzyskano wigcej ro$lin niz z zarodkéw wytozonych na C2d (Chee
i Pool). Z zarodkéw $liwy japonskiej D 17-73 oraz ‘Czernuszka’, uzyskano wigcej
zregenerowanych ros$lin niz z zarodkéw atyczy ‘Amelia’.

W temacie pigtym przeprowadzano 1722 reakcje amplifikacji, w ktorych
wygenerowano 192 amplikony, w tym 173 polimorficznych o dtugosci od 120 do 520 pz.
Do opracowania profilu genetycznego klonu nr MMG K4 13 2013 22/1 zastosowano
zestaw 20 par oligonukleotydow, w reakcji z ktérymi uzyskano 44 amplikony o dlugosci
od 90 do 300 pz. Status mieszanca z planowanego zapylenia potwierdzono dla 38 z 40
testowanych genotypow.

W temacie szostym obserwacje prowadzono na 180 siewkach mieszancowych sliwy
japonskiej, atyczy 1 moreli, z ktorych zaowocowato 69 genotypdw, czyli tylko 38,3%
ocenionej populacji. Duza cze$¢ ocenionych siewek wyksztatcita zdeformowane kwiaty,
w ktérych znajdowato si¢ od kilku do kilkunastu stupkéw, przy jednoczesnym braku
ptatkow kwiatowych. Wskazuje to na zaburzenia genetyczne siewek, co zapewne
spowodowane jest stabg kompatybilnoscig genetyczng krzyzowanych form rodziciel-
skich. Wyrézniajaca si¢ populacjg byty siewki z kombinacji krzyzowania mieszanca
sliwy japonskiej i atyczy ‘Najdiena’ ze $liwa japonska ‘Blue Gigant’. W trzecim roku
(drugi rok po posadzeniu w polu) kazda z ocenionych siewek w tej kombinacji zakwitta
i zawigzala owoce. Z 14 ocenionych genotypdw w tej kombinacji, 7 siewek dobrze
owocowalo i wytwarzalo atrakcyjne owoce. Owoce, wytwarzane przez niektore z tych
siewek, odznaczaty si¢ dobrym odchodzeniem miazszu od pestki, co w przypadku
owocow Sliwy japonskiej jest rzadkg cecha.
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WNIOSKI

Okres 72 godzin po zapyleniu jest wystarczajacy do zaplodnienia komorki jajowej
w kombinacjach krzyzowan mi¢dzygatunkowych w obrebie rodzaju Prunus.
Tradycyjna hybrydyzacja oddalona gatunkéw morela, §liwa japonska i atycza jest
mato efektywna. Uzyskuje si¢ malg liczbe owocdéOw 1 nasion mieszancowych
w stosunku do zapylonych kwiatéw, ale mozliwe jest uzyskanie nasion
mieszancowych krzyzowanych gatunkow.

Duza czg$¢ nasion uzyskanych w krzyzowaniach oddalonych $liwa japonska x
morela to nasiona nieprawidtowo wyksztatcone.

Efektywnos¢ regeneracji zarodkow mieszancowych sliwa japonska x morela i atycza
x morela w warunkach in vitro zalezy od genotypu zarodkow i rodzaju zastosowanej
pozywki.

Za pomocg wytypowanego zestawu siedmiu oligonukleotydow mozliwe jest
potwierdzenie tozsamos$ci mieszancéw migdzygatunkowych $liwy japonskiej, moreli
i atyczy.

Najlepszymi cechami fenotypowymi odznaczajg si¢ siewki uzyskane ze skrzyzowania
genotypoéw ‘Najdiena’ i ‘Blue Gigant’ [(sliwa japonska X atycza) x $liwa japonskal].
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Analiza bioréznorodnosci zasobow genowych soi przydatnej do hodowli w warunkach
klimatycznych Polski i opracowanie metodyki krzyzowania mig¢dzygatunkowego Glycine max x
Glycine soja
Analysis of biodiversity of soybean gene resources useful for breeding in climatic conditions
of Poland and development of interspecific Glycine max % Glycine soja crossing methodology

Jerzy Nawracata, Michat Ksigzkiewicz, Danuta Kurasiak-Popowska, Janetta
Niemann, Sandra Rychel, Agnieszka Tomkowiak, Dorota Weigt, Bogdan Wolko
Identyfikacja uktadow allelicznych gendéw fotoneutralnosci i wczesnosci oraz opracowanie
metodyki otrzymywania roslin homozygotycznych u soi
Identification of alleles arrangement of photoneutrality and earlines genes and development
of methodology of obtaining homozygous soybean plant

Lubin

Renata Galek, Bartosz Kozak, Dariusz Zalewski, Ewa Sawicka-Sienkiewicz,
Adela Adamus, Agnieszka Kietkowska

Badania nad gametyczna embriogeneza u Lupinus angustifolius L. — indukcja haploidow
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

Michat  Ksiazkiewicz, Piotr Plewinski, Sandra Rychel, Magdalena
Tomaszewska, Aneta Sawikowska, Wojciech Bielski, Barbara Naganowska,
Bogdan Wolko

Cecha wczesnosci kwitnienia u lubinu biatego itubinu zoéltego — podstawy genetyczne

i molekularne

Early flowering traits of white lupin and yellow lupin — genetic and molecular backgrounds
Wojciech Rybinski, Wojciech Swigcicki, Pawel Barzyk

Analiza zmiennosci genetycznej i piramidyzacja genéw warunkujacych cechy uzytkowe tubinu

biatego

Estimation of genetic variability and pyramiding of genes controlling agricultural traits

of white lupin

Wojciech Swiecicki, Magdalena Kroc, Pawel Barzyk, Katarzyna Czepiel,
Paulina Wilczura
Identyfikacja i sposdb dziedziczenia genéw warunkujacych odporno$é na choroby grzybowe
iniska zawarto$¢ alkaloidow w doskonaleniu wartosci uzytkowej tubindw, ze szczegdlnym
uwzglednieniem tubinu zottego
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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Chmiel

Marcin Przybys$, Urszula Skomra, Grazyna Korbecka-Glinka
Wystepowanie dotychczas niemonitorowanych wirusow (HpLV, ArMV) i wiroidow (HpSVd,
AFCVd, CBCVd) na plantacjach produkcyjnych chmielu w Polsce
The occurrence of previously unmonitored viruses (HpLV, ArMV) and viroids (HpSVd, AFCVd,
CBCVd) in hop gardens in Poland

Trawy wieloletnie

Elzbieta Czembor, Wtodzimierz Majtkowski, Jan Schmidt, Seweryn Frasinski,
Damian Marciniak
Gromadzenie i ocena kolekcji ekotypéw traw wieloletnich z uwzglednieniem cech
warunkujacych ich wykorzystanie na cele alternatywne
Creation perennial grasses ecotypes collection and evaluation their suitability for the special
purposes

Arkadiusz Kosmala, Adam Augustyniak, Dawid Perlikowski, Izabela
Pawlowicz, Wlodzimierz Zwierzykowski, Agnieszka Ptazek, Eugeniusz
Paszkowski
Identyfikacja gendéw zwiagzanych z ekspresja zimotrwatosci i tolerancji suszy u form
introgresywnych Lolium multiflorum/Festuca arundinacea
Identification of genes associated with winter-hardiness and drought tolerance in the
introgression forms of Lolium multiflorum/Festuca arundinacea

Grzegorz Zurek, Danuta Martyniak, Kamil Prokopiuk, Agnieszka Rachwalska,
Eugeniusz Paszkowski, Maciej Jurkowski
Badanie cech warunkujacych zawiazywanie nasion, ich jako$¢ oraz plon w wybranych gatunkach
traw wieloletnich
The examination of traits affecting seed formation as well as seed quality and yield in selected
perennial grass species

Truskawka

Matgorzata Korbin, Sylwia Keller-Przybytkowicz, Agnieszka Masny,
Bogustawa Idczak, Krystyna Straczynska
Badania nad saturacja mapy genetycznej ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’ pod katem lokalizacji
genow sprz¢zonych 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)

Agnieszka Masny, Monika Mieszczakowska-Frac, Anita Kuras, Edward
Zurawicz, Matgorzata Korbin
Badania nad mozliwoscia zwickszenia zawartosSci sktadnikow bioaktywnych w owocach
truskawki na drodze hybrydyzacji wewnatrz- i miedzygatunkowej w obrebie rodzaju Fragaria
Studies on possibilities of increasing of bioactive compounds in strawberry fruits through intra-
and interspecific hybridization within Fragaria genus

Boréwka wysoka

Stanistaw Pluta, Danuta Kucharska, Lukasz Seliga
Ocena potencjalu genetycznego wybranych genotypéw borowki 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
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Malina

Agnieszka Masny, Danuta Kucharska, Monika Mieszczakowska-Frac, Anita
Kuras, Edward Zurawicz
Badania nad mozliwoscia poszerzenia zmiennosci genetycznej maliny wlasciwej (Rubus idaeus)
pod wzgledem pory dojrzewania i jako$ci owocoOw
The research on the possibility of extending the genetic variability of red raspberry (Rubus
idaeus) in terms of different ripening time and fruit quality

Agrest

Danuta Kucharska, Danuta Wojcik, Stanistaw Pluta, Lukasz Seliga, Lucyna
Ogoérek, Barbara Wiosna, Stanistaw Bodek
Analiza czynnikéw warunkujacych organogenezg agrestu (Ribes grossularia L.) w kulturach
in vitro 1 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

Bogumita Badek, Stanistaw Pluta, Matgorzata Korbin
Charakterystyka markeréw molekularnych, sprzgzonych z odpornoscia na wielkopakowca
porzeczkowego (Cecidophyopsis ribis)
Characteristics of molecular markers linked with the resistance to gall mite (Cecidophyopsis ribis)

Jablon

Sylwia Keller-Przybytkowicz, Mariusz Lewandowski, Malgorzata Korbin
Poszukiwanie regiondéw DNA sprzgzonych z tolerancja wegetatywnych podktadek jabtoni
na niskie temperatury poprzez analiz¢ transkryptomu i oceng stopnia polimorfizmu genow
kandydujacych
Identification of the genome regions correlated with cold hardiness of apple rootstocks
by transcriptomic analysis of differentially expressed candidate genes

Mariusz Lewandowski, Sylwia Keller-Przybytkowicz, Malgorzata Korbin,
Edward Zurawicz
Analiza genetyczna i molekularna wybranych genotypéw jabloni (Malus domestica)
dla skrocenia okresu juwenilnego i poprawy jakosci owocow
Genetic and molecular analysis of selected apple genotypes (Malus domestica) for shortening of
the juvenile period and quality improvement of the fruits

Matgorzata Podwyszynska, Monika Markiewicz, Iwona Sowik, Agnieszka
Wojtania, Krzysztof Klamkowski, Agata Broniarek-Niemiec, Dorota
Kuczynska, Tadeusz Malinowski, Joanna Putawska
Indukowanie zmiennosci genetycznej jabtoni na drodze poliploidyzacji in vitro oraz ocena
fenotypowa i genetyczna uzyskanych poliploidow 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

Prunus

Marek Szymajda, Bogustawa Idczak, Anita Kuras, Matgorzata Korbin, Edward
Zurawicz
Hybrydyzacja oddalona gatunkéw Prunus cerasifera (alycza), Prunus armeniaca (morela),
Prunus salicina (Sliwa japonska), Prunus domestica (§liwa domowa) w celu zwickszenia
bioréznorodnosci 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
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