Sprawozdanie z realizacji projektu badawczego pt.
.Badania nad wptywem translokacji 1B/1R na efektgiénuzyskiwania linii DH pszenicy
oraz ich wartéc¢ technologicza” w 2017 r.
Projekt finansowany przez Ministerstwo RolnictwRadzwoju Wsi
Nr zadania 3 w za€zniku nr 3
do rozporadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 23ckh 2017 r. w sprawie
dotacji przedmiotowych dla #ych podmiotéw wykonuagych zadania na rzecz rolnictwa
(Dz. U. poz. 1470)

Tadeusz Adamski, Maria Surma, Karolina Krystkowidkgmunt Kaczmarek, Anetta
Kuczynska, Krzysztof Mikotajczak, Piotr Ogrodowicz,ZBleta Adamska, Renata Trzeciak,
Alina Aniota, Renata Holewiska

Instytut Genetyki Rédin PAN, ul. Strzeszfska 34, 60-479 Pozha

Celem bada wieloletnich jest stwierdzenie, czy obecne w rdeth odmianach
(rodach) pszenicy translokacje 1B/1R mayptyw na efektywnét uzyskiwania form
haploidalnych i linii podwojonych haploidow (DH) ndrodze krzyowania pszenicy z
kukurydz oraz na prawidiowst zachodzenia segregacji w populacjach linii DH iDSS
wyprowadzonych z miesgadw form translokowanych. Na podstawie dotychczas
przeprowadzonych baflastwierdzonoze mieszace zawiergjce translokacje odznaczaty si
w wiekszasci przypadkdéw korzystnymi waroiami parametrow zwrzanych z efektywniia
uzyskiwania form haploidalnych. Wykazano zakbrak wptywu efektow matecznych na
efektywna¢ otrzymywania haploidow dragkrzyzowania pszenicy z kukurygdz

W 2017 r. badania prowadzono w ramach 3 tematoyvO@dena wptywu kierunku
krzyzowania w procesie otrzymywania miesezédw F1 pszenicy z form translokowanych z
nietranslokowanymi na estas¢ wysiepowania alleli wybranych markerow molekularnych i
biatkowych w populacjach linii DH; (2) Porownaniegsegacji wybranych markerow
molekularnych i biatkowych w populacjach linii DHSSD w aspekcie wygtowania form
translokowanych i nietranslokowanych; (3) Qiteaie zwhpzku midzy wystpowaniem
translokacji 1B/1R a efektywroig otrzymywania form haploidalnych pszenicy ozimej.

Celem Tematu 1 byto okrelenie wptywu kierunku krzgowania, a tym samym
efektbw  matecznych, na  segregacj markerbw  zwizanych ze  skladem
wysokocasteczkowych biatek gluteninowych oraz markeréw noslatelitarnych
identyfikujacych gen potkartowatei (Rht8) oraz identyfikugcych translokacje 1B/1IR w
populacjach linii DH wyprowadzonych z miegeaw form translokowanych z
nietranslokowanymi. Materiat do badastanowito 8 populacji linii DH pszenicy
wyprowadzonych z miesgadw k. z ktérych jedna z form rodzicielskich zawierata
translokacje pszennognie. Mieszace F1 pochodzity z krzpwan wzajemno-przemiennych
w ukiadzie forma translokowana x nietranslokowaraz mietranslokowana x translokowana.
Formy haploidalne pszenicy otrzymano na drodze Zaesania z kukurydz. Podwajanie



liczby chromosoméw wykonano z wykorzystaniem katghly. Analizowano nagpujace
populacje linii podwojonych haploidow: Palma* x SOBO7A, Brilliant* x STHOOOQ7A,
STHOO007A x Palma*, STHOOO7A x Brillant*, Palma* xdElius, Brilliant* x Fidelius,
Fidelius x Palma*, Fidelius x Brillant* (formy rodzelskie zawierajce translokacje
zaznaczono gwiazdk

Analize linii DH przeprowadzono z wykorzystaniem markerawkrosatelitarnych:
Xgwm261, Scm9 oraz zestawu markeréw pozwalajch na identyfikagj alleli w locji Glu-1.
W kazdej z badanych populacji analizowano 4€liro DNA do analizy z ayciem markerow
molekularnych izolowano za pompeestawu Wizard Genomic DNA Purification Kit firmy
PROMEGA zgodnie z protokotem producenta. ¢z8hie DNA  oznaczano
spektrofotometrycznie wzgllem buforow pochodzych z uytych podczas izolacji kitow.
Pomiar s¢zenia probek o objosci 1 pl prowadzono na spektrofotometrze NanoDrof020
(Thermo Scientific). Izolowane DNA traktowano jakoztwory wygciowe, z ktdrych
sporadzano rozcigczenia aywane w dalszych etapach pracy. Uzyskane po iZolacj
preparaty ekstraktu DNA rozgiezano do finalnej koncentracji 50 ng/ul (wykorzyséne
jako matryca w reakcji PCR).

Reakcje PCR przeprowadzano przyciu odczynnikow Qiagen w 5 pl afhpsci na
ptytkach PCR. Mieszanina reakcyjna zawierata kzasty Qiagen Multiplet PCR Master
Mix, 2 uM kazdego primera oraz matrycowe DNA. Elektrofaydapilarry przeprowadzono
za pomog analizatora genetycznego DNA (Applied Biosystemas)analiz segregacii
badanych markeréw SSR przeprowadzono z wykorzystaprogramu GeneMapper.

Analiz¢ segregaciji alleli w looGlu-1 wykonano na populacjach linii DH otrzymanych
w 2015 i 2016 r. -gdcznie 360 linii DH i 50 linii SSD, natomiast dla zmstatych markerow
dla linii otrzymanych w roku sprawozdawczym. Uzgsk wyniki weryfikowano poprzez
analiz w liniach DH podjednostek biatek HMW (produktowspkesji genow w lodBlu-1) i
obecndci biatek sekalinowych metgd SDS-PAGE Prawidtowaé segregacji  alleli
okreslono poprzez poréwnanie oczekiwanych i obserwowhnyczebndgci linii z
poszczegdlnymi allelami z wykorzystaniem tesfitkwadrat.

Na podstawie przeprowadzonych analiz molekularngchastosowaniem markera
Sm9  stwierdzono polimorfizm pod wzglem wysgpowania translokacjizytnich we
wszystkich badanych populacjach DH i SSD Polimonfizwéréd badanego materiatu
doswiadczalnego dla markera zwanego z wysokia roslin (Xgwm261) wyshpit  w
populacjach Palma x STHOO07A, STH 0007A x PalmalaB x STH 0007A i STH x
Brilant. Czstas¢ alleli segregujcych w loci Glu-Al, Glu-Bl i Glu-D1 odpowiadata we
wszystkich populacjach oczekiwanemu stosunkowi fid,co wskazugj nieistotne wartci
statystyki chi-kwadrat zastosowanej dla testowadiaic miecdzy oczekiwan a obserwowan
liczba linii zawierapcych odpowiedni allel. Interesige wyniki uzyskano dla segregacji linii
pod wzgédem translokacji 1B/1R. Tylko w potowie badanychpplacji linii DH stosunek
liczby linii z translokagy do liczby linii bez translokacji byt zgodny z o&asanym
stosunkiem 1:1. Uwagzwraca,ze zaburzenia w segregaciji allela wskazego na obecrsé
translokacji 1B/1R wysgpity gtéwnie w populacjach linii DH, w ktorych twzeniu form
ojcowslg byta odmiana translokowana.



Prowadzone w ramacffematu 2 badania dotyczyly poprawkad zachodzenia
segregacji alleli w populacjach linii DH i SSD @kanych z tej samej kombinaciji
krzyzéwkowej, z uwzgidnieniem podziatu na formy translokowane i niettak®vane.

W roku 2016 (Sprawozdanie z realizacji bada 2016 r.) przeprowadzono angliz
poprawndci segregacji wybranych markeréw molekularnych atkowych w populacjach
lini DH: SM/TB/2, KBP/TB/3, NK/TB/4. Materiat do prowadzgch w roku
sprawozdawczym badastanowity uzyskane z tych samych kombinacji kaykowych linie
SSD oraz, dodatkowo, linie DH i SSD z mieszaw F1 (Karen). hcznie analizowano 29
liniit DH i 189 linii SSD. Analiz linii DH i SSD przeprowadzono z wykorzystaniem 2
markerow mikrosatelitarnychXgwm261 i Scm9) oraz zestawu markerow pozwalajch na
okreslenie sktadu HMW oraz technikSDS PAGE. Szczegéty przedstawiono w opisie
Tematu badawczego nr 1. Prawidid&osegregacji alleli ok&ono poprzez poréwnanie
oczekiwanych i obserwowanych liczeBob linii z poszczeg6lnymi allelami z
wykorzystaniem testehi-kwadrat. Ponadto wybrane populacje linii DH i S8psiano w
warunkach polowych w celu rozmienie materialu siewnego do zaémia w 2018 serii
doswiadczé polowych. Celem tych dwiadczéd bedzie okrdlenie zalenosci migdzy
stabilnacig linii DH i SSD a obecngxig translokacji pszenngytnich.

Na podstawie przeprowadzonych analiz molekularngchastosowaniem markera
Scm9 stwierdzono polimorfizm pod wzglem translokacjizytnich w badanej populacji linii
DH (Karen) oraz w 4 analizowanych populacjach I88D: SSD-TB2, SSD-TB3, SSD-TB4 i
SSD-Karen. Cgstas¢ alleli segreguyjcych w lociGlu-Al, Glu-Bl i Glu-D1 odpowiadata we
wszystkich populacjach oczekiwanemu stosunkowi fidl,co wskazugj nieistotne wartci
statystyki chi-kwadrat zastosowanej dla testowadiaic miecdzy oczekiwan a obserwowan
liczba linii zawierapcych odpowiedni allel. Nieistotne waéto testu chi-kwadrat stwierdzono
takze w segregacji markeddgwm261 w liniach SSD-TBA4.

Interesugce wyniki uzyskano dla segregacji linii pod wadgm translokacji 1B/1R.
W badanych w 2016 roku liniach DH (SM/TB1, SM/TBRBP/TB/3, NK/TB/4) stosunek
liczby linii z translokagj do liczby linii bez translokacji byt zgodny z oéa@anym, to jest
1:1 (Sprawozdanie z realizacji bada roku 2016), natomiast w populacji SM/TB1 liczba
linii bez translokacji okazata gistotnie weksza od linii z translokagj— wartg¢ testuchi-
kwadrat byta wysoce istotna (P<0,01). Podobne wyuilkskano w badaniach prowadzonych
w roku sprawozdawczym. W populacjach SSD wytworzbnypoprzez samozapylenie z
mieszacow heterozygotycznych pod wedem translokacji, przewaty linie, w ktérych nie
zidentyfikowano obecrigi translokacji 1B/1R.

Celem realizowanych w ramachematu 3 bada& byto okrelenie zwizku micdzy
wystepowaniem translokacji 1B/1R a efektywéo@ otrzymywania form haploidalnych
pszenicy ozimej. Materiat do batatanowito 18 kombinacji krzapwkowych pokolenia F1
uzyskanych ze skrzgwania form zrénicowanych pod wzgtem obecnsri translokaciji
1B/1R. Mieszéace F1 wytworzone zostaty w wyspecjalizowanych ficm&éaodowlanych. Dla
uzyskania informacjio wptywie translokacji 1B/1R na efektywdto uzyskiwania form
haploidalnych z wykorzystaniem zjawiska eliminaghromosoméw przeprowadzono
krzyzowanie pszenicy z kukurydz Okreslono liczle rozranietych zahzni/100 zapylonych
kwiatkow, liczle zarodkow/100 rozeimietych zahzni, liczbe zarodkow/100 zapylonych
kwiatkéw oraz liczk haploidéw/100 zapylonych kwiatkow. Uzyskane wyndpracowano
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statystycznie. Przeprowadzono analigvariancji. Dokonano tale weryfikacji hipotez
szczegotowych dotygeych kontrastéw mgdzy wybranymi grupami form. Podolgwo
badanych miesa@éw pod wzgidem wszystkich cechydznie przedstawiono graficznie w
odpowiednich ukfadach wspdtdnych stosujc analiz zmiennych kanonicznych. Na
podstawie przeprowadzonej analizy wariancji (ANOWAQ pojedynczych cech stwierdzono
istotne zr@nicowanie badanych form pod wezdem wszystkich analizowanych parametrow.
Liczba rozrdnigtych zahzni/100 zapylonych kwiatkéw w zataosci od badanych obiektow
miescita sk w granicach od 18,2 do 69,6. Procent uzyskanyecbdkéw w stosunku do
rozrasnietych zahzni wynosit od 5,3 do 25,4, natomiast do zapyldniwiatkow od 2,12 do
16,96. Liczba uzyskanych dlon haploidalnych/100 zapylonych kwiatkow néddta sie w
granicach 0,53-10,42. Dokonano podziatu genotypé@wgrupy jednorodne pod wzglem
cech determingpych efektywné¢ uzyskiwania form haploidalnych metpdnalizy skupigé.

Do grupy 1 zaliczone zostalty miegza F1 o najwyszych wartéciach badanych cech. Pod
wzgledem liczby rozrénigtych zahzni/100 zapylonych kwiatkow, zarodkéw/100 zapylonych
kwiatkow i zarodkdw na 100/rozénictych zahzni w grupie 1 znalazty si mieszace
uzyskane ze skrzpwania form translokowanych z nietranslokowanynhi ttanslokowane x
translokowane.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono bratotig/ch r@nic migdzy
mieszacami pochodzcymi ze skrzyowania form translokowanych oraz translokowanych z
formami bez translokacji pod wzglem wszystkich parametrow zyganych z efektywnicia
otrzymywania form haploidalnych traktowanyeftZnie. Procent haploidalnych zarodkow w
rozrasnictych zahzniach byt istotnie wiszy w przypadku miesaadw, ktorych jedna lub
obie formy rodzicielskie posiadaty translokgapiz przypadku mieszeeow midzy formami
bez translokacji.



