Sprawozdanie z realizacji projektu badawczego pt.
.Badania nad wptywem translokacji 1B/1R na efektgiénuzyskiwania linii DH pszenicy
oraz ich warté¢ technologiczg”
Projekt finansowany przez Ministerstwo RolnictwRazwoju Wsi
Departament Hodowli i Ochrony Blon w 2016 r.
Nr decyzji: HOR hn- 801- PB- 22/15, zadanie nr 3

Tadeusz Adamski, Maria Surma, Karolina Krystkowidketta Kuczyiska, Krzysztof
Mikotajczak, Piotr Ogrodowicz, Ebieta Adamska, Renata Trzeciak, Alina Aniota, Ranat
Holewinska

Instytut Genetyki Rdin PAN, ul. Strzeszfyska 34, 60-479 Pozha

Zastosowanie w hodowli nowoczesnych technologiiynv metod otrzymywania form
haploidalnych pszenicy, umldwia skrocenie cyklu hodowlanego oraz zWszenie
efektywnaci selekcji, a tym samym obtgnie kosztow wyhodowania nowych odmian.
Celem bada wieloletnich jest stwierdzenie, czy obecne w rdeth odmianach (rodach)
pszenicy translokacje 1B/1R mayptyw na efektywné&é uzyskiwania form haploidalnych i
linii podwojonych haploidéw (DH) na drodze kemwania pszenicy z kukurydzoraz na
prawidtiowa¢ zachodzenia segregacji w populacjach linii DH iDS®&yprowadzonych z
mieszacow form translokowanych.

W roku 2016 badania prowadzono w ramach dwéch ttamal. Okrdlenie
efektywndci uzyskiwania form haploidalnych pszenicy na ded#rzyowania z kukurydz
z mieszacow zr&nicowanych pod wzghem translokacji 1B/1R i skiadu biatek
gluteninowych 2. Okrdenie wptywu translokacji 1B/1R na prawidtogéo zachodzenia
segregacji alleli w populacjach linii DH i SSD

Celem tematu 1. bylo oksienie wptywu translokacji pszenmytnich wystpujacych
w formach heterozygotycznych na zddl@ao krzyowania pszenicy z kukurydzmierzorn
czestascig wyksztatcania zarodkow i ich zdokwg do rozwoju w kulturzein vitro, w
zroznicowanym genetycznie materiale, w tym pod wdgm wys¢powania translokaciji.
Materiat do bada stanowity mieszéce pokolenia F 15 kombinacji krzydéwkowych
pszenicy, uzyskane ze skepyvania form rodzicielskich w uktadzie: (1) formarslokowana
x translokowana, (2) forma translokowana x forma toanslokacji, (3) forma bez translokacji
x forma bez translokacji. Dla oldlenia wptywu cytoplazmy na efektywfo uzyskiwania
haploidow krzgowania wykonano dwukierunkowo, to jest w uktadziBA BxA.

Wykastrowane ktosy pszenicy zapylano pyilkiem popnanz wybranych odmian
kukurydzy cukrowej. Kulturain vitro niedojrzatych zarodkéw prowadzono zgodnie z
instrukcp wdrazeniowy ,,Otrzymywanie linii podwojonych haploidow u zbgAdamski i in.
2011, IGR PAN). Okrdono wptyw translokacji na zdoldé do wytwarzania i rozwoju
zarodkow haploidalnychUzyskane wyniki opracowano statystycznie. Przepdasao
analiz wariancji oraz dokonano podziatu kombinacji kiaywkowych na grupy jednorodne
pod wzgtdem kadej z analizowanych cech metodnalizy skupié (Calinski i Corsten,



1985). Dokonano tale weryfikacji hipotez szczegotowych dotgycych kontrastéw medzy
badanymi grupami form. Podoliwo badanych miesgedw pod wzgidem wszystkich
cech jcznie przedstawiono graficznie w odpowiednich ultgd wspotrzdnych stosujc
analiz zmiennych kanonicznych (Calinski i Kaczmarek, 1,92Z8linski i in., 1975).

Liczba rozr@nictych zahzni /100 zapylonych kwiatkbw w zaleosci od kombinacji
krzyzOwkowej midgcita s w granicach od 26,6 do 83,43. Procent uzyskangcbhdkow w
stosunku do liczby zapylonych kwiatkdw wynosit 3,861,23, natomiast do roZmectych
zalzni 4,83-20,48. Liczba uzyskanychslio haploidalnych/100 zarodkéw ksztattowata wi
przedziale 46,7-84,87%.

Wyniki analizy efektywnéci otrzymywania haploidow z miesgdw midzy
formami bez translokacji ralzy soly lub z formami posiadagymi translokacje wykazaty
pozytywny wptyw translokacji 1B/1R zarowno na proceawhzanych zarodkéw jak i
otrzymywanych rélin haploidalnych. Tym samym potwierdzono wynikizygskane w
ramach projektu w 2015 r. wskazog, ze translokacje nie ohiajg efektywndci, a w
niektorych przypadkach megga zwicksz&. Wykazano take, ze kierunek krzyowania nie
wptywa istotnie na odsetek wyksztatcanych zarodkdovpznacza brak efektow matecznych.
Uzyskane wyniki potwierdzity tate, ze wptyw translokacji jest zatay od tta genetycznego.

W ramach tematu 2. analizowano poprawén@achodzenia segregacji markeréw
molekularnych w czterech populacjach linii DH psegn(SM/TB/1, SM/TB/2, KBP/TB3
NK/TB/4) oraz jednej populacji RIL (uzyskanej tedtm pojedynczego ziarna, SSD)
wyprowadzonych z miesaadw F1 form rodzicielskich zeédicowanych pod wzgbem
obecndci translokacji pszenngytniej. Materiat rélinny analizowano z wykorzystaniem
markeréw Scm9 , Pin-b, Xgwm261 oraz zestawem markerow pozwatdjch na okréenie
skladuHMW (UMN19, Ax2*, bx7-f/r, ZSBy8F5/R5, ZBy9aF1/R3, UMN25, Dx5, UMNZ26).
DNA do analizy z ayciem markerow molekularnych izolowano za pompestawu Wizard
Genomic DNA Purification Kit firmy PROMEGA zgodneprotokotem producenta.

Prawidiowa¢ segregacji alleli w badanych loci okieno poprzez poréwnanie
oczekiwanych i obserwowanych liczeBnoolinii z poszczegdlnymi allelami za pomptestu
chi-kwadrat. Analiz segregacji alleli w loctGlu-1 prowadzono na 360 liniach DH oraz 55
linilach RIL otrzymanych w 2015 i 2016 r., natomiada pozostatych markerow na 134
liniach otrzymanych w roku sprawozdawczym.

Czestas¢ alleli segreguyjcych w loci Glu-Al, Glu-B1 i Glu-D1 odpowiadata we
wszystkich populacjach oczekiwanemu stosunkowi fd,co wskazugj nieistotne warteci
statystyki chi-kwadrat zastosowanej dla testowadiaic miecdzy oczekiwan a obserwowan
liczba linii zawierapcych odpowiedni allel. Nieistotne waéto testu chi-kwadrat stwierdzono
takze dla stosunku rozszczepialleli markeraXxgwm261, segregujcych tylko w populaciji
linii DH NK/TB4. W przypadku alleli markerdin-b obserwowano zdecydowgnistotry
statystycznie przewagliczebry linii posiadagcych allel Pinb-D1a nad liniami z allelem
Pinb-D1b. We wszystkich kombinacjach wast testu chi-kwadrat byly istotne statystycznie.
Interesujce wyniki uzyskano dla segregaciji linii w odniesielo obecnéci translokacji
1B/1R. W liniach DH otrzymanych z mieszancéw Flsateek liczby linii z translokagjdo
liczby linii bez translokacji byt zgodny z oczekimgan stosunkiem 1:1, natomiast w populaciji



RIL liczba linii bez translokacji okazatagsistotnie weksza od linii z translokagj— wart@¢
testu chi-kwadrat byta wysoce istotna (P< 0,01).

W badanej populacji RIL otrzymanej techiniB8SD z mieszecOw heterozygotycznych
pod wzgtdem translokacji, prowadzemo pokolenia F6, uwggwraca mata liczebré linii
posiadajcych translokagj Nalery zaznacz§, ze badane linie RIL repezenjugmienndé
wynikajaca z 6 rund rekombinacji, natomiast zmiesé€dinii DH wyprowadzonych z
mieszaicow F1 wynika tylko z jednej rundy rekombinacji bhadzcej podczas
gametogenezy w fbnach F1. Wegksza liczba rund zwksza prawdopodobistwo
przerwania sprzen gendw w wyniku zachodzego kilkakrotnie crossing-over. Mogto to
doprowadzt do rekombinacji we fragmencie chromosomu zawieregjo translokagj
identyfikowary markerem Scm 9. Oberwacje innych populacji liniL Rktére s obecnie
wytwarzane, pozwal na zweryfikowanie wynikbw uzyskanych w kolejnym kuo
sprawozdawczym.

Uzyskane w 2016 r. wyniki przedstawiono nd'Eucarpia General Congress, Plant
Breeding: the Art of Breeding Science to Life, Ztly Szwajcaria, 29 sierpnia — 1 wéa@
2016.

Streszczenie prezentacji pt. 1BL/1RS translocagitects on efficiency of wheats DH lines
production zostato opublikowane w Book of abssastr. 179



