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Tytul zadania w jezyku polskim: Identyfikacja rejonéw w genomie grochu, warunkujacych
wybrane parametry sprawno$ci fizjologicznej, jako istotnego elementu odpornosci na stresy
abiotyczne.

Tytul zadania w jezyku angielskim: Identification of pea genome regions in the determining of
the selected parameters of the physiological effectiveness as an important factor of the resistance to
abiotic stresses.

Slowa Kkluczowe: efektywnos¢ wykorzystania azotu, groch, mapowanie QTL, selekcja z

wykorzystaniem markerow, sprawnos$¢ aparatu fotosyntetycznego, wyleganie, zawarto$¢ lignin.

Cele prowadzonych badan:

1. Ocena parametrow efektywnosci wykorzystania azotu i fosforu w wybranych liniach grochu w
warunkach optymalnych i niedoboru azotu w warunkach kontrolowanych i polowych.
Okreslenie korelacji plonu w wybranych liniach z pozostalymi cechami. Ocena reakcji na stresy
abiotyczne w wybranych liniach. Ustalenie loci konserwatywnych w latach, warunkujacych
badane cechy ilosciowe oraz wskazanie w liniach markerow sprzezonych — cel zrealizowany.

2. Ocena parametrow sprawnosci i aktywno$ci aparatu fotosyntetycznego w liniach grochu w
warunkach optymalnych i niedoboru azotu w warunkach kontrolowanych. Okres$lenie korelacji

z pozostatymi cechami - cel zrealizowany.



3. Okreslenie korelacji wylegania w wybranych liniach grochu z zawartos$cig lignin w todydze -

cel zrealizowany.

Wyznaczenie QTL efektywno$ci wykorzystania azotu, fosforu, sprawnosci fotosyntetycznej,
wylegania, zawartosci lignin. Wytypowanie markerow bliskosprzezonych z badanymi cechami
uzytkowymi i przetestowanie w wybranych, innych niz potomstwo populacji mapujace;j, liniach

grochu. - cel zrealizowany.

Materialy 1 metody:

Wybrane linie grochu: 1. Wt10269 (trad), 2. Astronaute (afila), 3. Wt2033 (trad), 4. Starski (afila),

5. Wt3805 (trad), 6. Wt11145 (trad), 7. Wt9013 (trad), 8. Wt404 (trad), 9. Wt10270 (afila), 10.
W1t2815 (trad), 11. Wt12368 (trad), 12. Wt15237 (trad), 13. Tarchalska (afila), 14. Mecenas
(afila), 15. Carneval (afila), 16. MP1401 (afila), 17. Wt11238 (accacia), 18. Wt10245 (trad),

Szklarnia fitotronowa, warunki optymalne i stresowe, 2 powtdrzenia, 3 lokalizacje polowe

(Wiatrowo, 2 lokalizacje (optymalna i niedobor); Przebedowo, 1 lokalizacja (stresowa); w kazdej

lokalizacji 2 powtdrzenia).

1.

Czynnikowe doswiadczenie wazonowe (azot, fosfor, woda, fotosynteza); czynniki: zmienny
poziom nawozenia azotowego; szklarnia fitotronowa; wazony 8dm?® podioze glebowe o
optymalnej zawartosci sktadnikéw pokarmowych (95 mg azotu dm™ gleby) i statej, optymalne;j
wilgotnos$ci (75-80% ppw) utrzymywanej wagowo przez caly okres wegetacji oraz stresowej -
optymalna wilgotnos¢ i obnizona zawarto§¢ azotu (39 mg N dm gleby),

Doswiadczenia polowe w zréznicowanych warunkach klimatyczno — glebowych (analiza

stanowisk na zawarto$¢ mikro 1 makroelementow, np. Wiatrowo optymalne, Wiatrowo slabe:

fosforu, potasu, wapnia, magnezu, siarki, manganu (mniej niz w Wiatrowie optymalnym),

Przebedowo: na nadmiar zelaza, niedobor azotu, fosforu, potasu, magnezu, siarki, manganu.

2. pomiary i obserwacje:

1. Azot - zawarto$¢ azotu w materiale ro§linnym (nasiona + sloma) mierzona przy pomocy

analizatora elementarnego VarioMax (Elementar GmBH, Hanau, D),- metoda Dumas'a,

2. Fosfor - zawarto$¢ fosforu w materiale roslinnym (nasiona + stoma) mierzona przy pomocy
metoda spektrometrycznej PN-ISO 6491:2000 Laboratorium Analityczne Lublin,

3. NA - Aktywno$¢ nitrogenazy okreslona metoda acetylenowa na chromatografie gazowym
CHROMS., na podstawie ilosci acetylenu zredukowanego do etylenu i wyrazonego w
nMC,H; (Niewiadomska, 2013).

4. zbior i omloty; waga (sucha masa) czg¢sci wegetatywnych i nasion (ZIA, VEG), indeks plonu
(H1 %),



*komponenty efektywnos$ci wykorzystania wody:
- WUse, ilo$¢ wytranspirowanej wody/rosline w ciagu catego sezonu wegetacyjnego (dm? lub
mole),
- WUEveg, WUEgen, WUEb wspotczynnik efektywnosci wykorzystania wody
(wspolczynnik efektywnosci transpiracji) w formowaniu masy wegetatywnej, masy nasion i
biomasy
* komponenty efektywnos$ci wykorzystania azotu N:
- %N veg i %N ziarna,
- NAC - iloé¢ pobranego azotu/ wazon
—GwNyg, ilo$¢ wyprod. suchej masy nasion na jednostke N zakumulowanego w nasionach,
- NHI, azotowy indeks plonu; % catkowitej ilosci azotu N translokowanego do nasion,
- NERveg, NERgen, fizjologiczny wspolczynnik efektywnos$ci wykorzystania azotu w
formowaniu masy wegetatywnej(veg), nasion (gen)
* komponenty efektywnosci wykorzystania fosforu:
- % zawarto$¢ fosforu P w stomie 1 % zawarto$¢ P w nasionach,
- PHI, fosforowy indeks plonu; % catkowitej ilosci P translokowanego do nasion,
- PERveg, PERGgen, fizjologiczny wspotczynnik efektywnosci wykorzystania fosforu w
formowaniu masy wegetatywne (veg) i nasion (gen),
Wyznaczono indeks tolerancji (T) dla wybranych linii T= (plon st/plon opt)/ §red plon st/ sred plon
opt (Gérny et al., 2011).
G.C.V. — genotypowy wspotczynnik zmiennosci = [(\/cszg)/érednia og.]; w %
h’ss — odziedziczalnosé cechy w szerokim sensie. = 625/
Pomiary fotosyntezy zostaty wykonane w fazie wegetatywnej wzrostu, przy pomocy: przeno$nego
systemu pomiarowego LI-COR 6400XT (firmy LiCor Ltd., USA).
Pn — intensywno$¢ fotosyntezy (netto), pmol CO, m?s? (takze jako A),
Tr — intensywnos¢ transpiracji, mmol H,O m? s (takze jako E); zwykle silnie (pozytywnie)
skorelowana z przewodnictwem szparkowym (gs) i/lub (negatywnie) z opornoscia szparek na
dyfuzje (1/gs); uzalezniona takze od systemu korzeniowego, transportu wody z korzenia do pedu
(np tzw. hydraulic conductance); kutikuli, itd.,
Cond — przewodnictwo szparkowe; miara dyfuzji CO2; mmol m? s™ ; zwykle oznaczana symbolem
gs; stosowana jednostka: zwykle mol m?s™,
Ci — migdzykomoérkowe (sub-stomatal) stezenie CO2, ppm lub pmoli CO,/mol powietrza; przydatny
do oceny zmiennosci w ruchu dyfuzyjnym (przewodnictwo szparkowe),

Pn/Tr (A/E) — lisciowy miernik efektywnosci transpiracji; opisywany takze jako ,,instantaneous”



miernik efektywnosci wykorzystania wody (WUE) na poziomie li$ci; pmol CO/mmol H,O lub

mmol CO,/mol H,0,

Pn/C; (A/Ci) — miernik sprawno$ci procesu karboksylacji RuBP (1,5-bisfosforybulozy) w

fotosyntetycznym cyklu Calvina-Bensona; uczestniczy enzym RuBisCo; nmol ppm™.

Oceng wylegania prowadzono wedlug metodyki COBORU w trzech terminach tj. poczatek
kwitnienia, koniec kwitnienia i przed zbiorem. Ligniny oznaczono metoda Klasona (Theander et
al., 1995).

4. Do lokalizacji QTL zostat wykorzystany QTL Cartographer 2.0 (Wang et al., 2012) [opcja

composite interval mapping (CIM)], niezaleznie dla kazdej cechy.

Opis wynikéw:

1. Warunki kontrolowane, wybrane linie grochu, inne niz populacja mapujgca: stwierdzono
korelacje pomiedzy plonem z rosliny, a ilo$cig pobranego azotu/ wazon (NAC) (r=0.88) oraz
iloScig zwigzanego azotu na g biomasy (0,73). W warunkach stresu zaleznos¢ pomigdzy plonem
1 NAC rosta, natomiast pomigdzy plonem, a NHI, NERg, NERv, Nfix/biom malaty.

2. Stwierdzono silng korelacj¢ pomiedzy plonem z rosliny, a ilo$cig wytranspirowanej wody (0.74)
i efektywnoscia wykorzystania wody w warunkach optymalnych (r=0,88). W warunkach stresu
zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi parametrami fotosyntezy malaty (plon i WUEQ r=0,63).

3. Warunki kontrolowane: najsilniejsze korelacje migdzy plonem, a poszczegdlnymi parametrami
sprawnos$ci aparatu fotosyntetycznego wystapily pomigdzy plonem ZIA, a powierzchnig liscia
LA (0.43) i negatywna pomigdzy plonem i intensywnoscig transpiracji Tr (-0.48). Byly silniejsze
w warunkach optymalnych niz przy niedoboru azotu.

4. W warunkach niedoboru azotu (pole) rosta korelacja plonu z parametrami gospodarki azotowej,
z wyj. efektywnosci wykorzystania azotu w formowaniu nasion NERg (r=0.97, r=0.90, r=0.93).

5. Stwierdzono istotne korelacje (warunki polowe optymalne) pomiedzy plonem z rosliny, a %
calkowitej ilosci fosforu translokowanego do nasion (PHI, r=0.83) i efektywnosScia
wykorzystania fosforu w formowaniu masy nasion (r=0.84).

6. Przeanalizowano zalezno$¢ pomiedzy wyleganiem, a zawartoscig lignin w todydze. Analiza
pomiedzy %-owg zawartoscig lignin w todydze, a wyleganiem 1 wysokoscia roslin nie wykazata
korelaciji.

7. Przetestowano markery sprzezone z gospodarka azotowa, Wyznaczone w poprzednim roku, w
liniach tegorocznych i skorelowano z wynikami z warunkow szklarniowych. Wskazano marker

PsGAPA jako sprzezony z % iloscig zwigzanego azotu w warunkach stresowych.



8. Przeanalizowano cechy sprawno$ci aparatu fotosyntetycznego i1 gospodarki wodnej z
warunkow szklarniowych (optymalnych i niedoboru azotu). Zidentyfikowano 28 loci.
Wyznaczono trzy markery bliskosprz¢zone (PsGAPA, A004 i AC74). Najwiekszg zgodnosé
zaobserwowano dla uktadu: warunki optymalne, miedzykomoérkowe st¢zenie CO, (Ci) i
efektywnos¢ transpiracji (A/Tr), marker PSGAPA oraz intensywnos$¢ transpiracji, warunki
optymalne, marker AC74.

9. Przeanalizowano cechy zwigzane z gospodarkg fosforowg w popul. [Wt10245xW1t11238] z
warunkow polowych, optymalnych, 2017. Zidentyfikowano 21 loci. Najwickszg zgodno$é
zaobserwowano dla uktadu: warunki optymalne, polowe, efektywnos¢ wykorzystania fosforu w
formowaniu masy wegetatywnej, marker AD21, warunki stresowe, polowe, fosforowy indeks

plonu 1 efektywno$¢ wykorzystania fosforu w formowanie masy nasion, marker AA473.

10. Wykonano rowniez analize QTL dla populacji [CarnevalxMP1401] dos$wiadczenia
prowadzonego w warunkach kontrolowanych, w warunkach optymalnych 2015. Najwi¢ksza
zgodno$¢ zaobserwowano dla ukladu: warunki kontrolowane, efektywno$¢ wykorzystania

fosforu w formowaniu masy nasion i wegetatywnej, markery MTIC16 i Leg404.

Whioski z prowadzonych badan:

1. Coroczne monitorowanie stanu gleby w trzech lokalizacjach wykazato niedobor azotu i
siarki zardwno na stanowiskach Wiatrowie, jak i w Przebedowie.

2. Warunki kontrolowane, w ktorych jedynym czynnikiem stresowym byt brak azotu,
zmniejszaly wplyw badanych parametréw fizjologicznych na wysokos¢ plonu.

3. Warunki polowe, w ktdrych czynnikiem stresowym byt nie tylko brak azotu, ale rowniez
nadmiar lub niedobdr pozostatych mikro i makroelementdéw, zaostrzaty znaczenie badanych
parametrow fizjologicznych.

4. Przeanalizowano 6 cech zwigzane z gospodarkg azotowa i fosforows. Przeanalizowano
zgodnos$¢ uktadu alleli wybranych markeréw oraz wartosci cech, zwigzanych z gospodarka
azotowa, fosforowa, sprawnoscig fotosyntetyczna, wyleganiem, zawarto$cig lignin, dane
zebrano z warunkow polowych i szklarniowych oraz warunkéw optymalnych i stresowych.
Najwigkszg zgodnos¢ uzyskano pomiedzy 6 markerami i 6 cechami.

5. Odniesienie sekwencji markera PSGAPA (mapa CarnevalxMP1401) do sekwencji fizycznej
genomu grochu wykazato blizszg jego lokalizacje wzgledem markera AB83 (obie mapy) i
PsCam962 (mapa Wt10245xWt11238) niz do markera Pis Gen 9 3 (mapa
W1t10245xWt11238).



PSGAPA Chr3LG5 187 855 780 - 187 855 876 pz

AB83 Chr3LG5 200 728 460 - 200 728 691 pz
PSGAPA-AB83, 13 Mpz

PsCam962 Chr3LG5 201 344 852 - 201 344 907 pz
PSGAPA- PsCam962, 13,5 Mpz

PiSGEN9_3 Chr3LG5 261 832 144 - 261 832 600 pz
PSGAPA- PisGEN9_3, 74 Mpz

Osiagniecia projektu:

1.

2.

3.

Wykazano mozliwo$¢ zwigkszenia plonu u grochu poprzez selekcj¢ linii o zwigkszonym
parametrze NAC i NHI (szklarnia, warunki optymalne NAC W1t15237 2.5 g/wazon,
Astronaute 1.7, NHI Astronaute 90% , Mecenas 89%, NERgen Carneval 27g/g, Astronaute
22.5g/g, warunki polowe optymalne NAC Astronaute 9,69, Starski 9,3, NHI Astronaute
57,9%, NERgen Wt3805 15 g/g).

Przeanalizowano wyzej wymienione zalezno$ci w warunkach stresowych, zaréwno w
warunkach kontrolowanych, jak i polowych (szklarnia, warunki stresowe NAC Wt15237 3,2
g/wazon, Astronaute 2g/ wazon, NHI; Starski 89% NHI, Astronaute 87%, NERgen Starski
25g/g, Astronaute 21 g/g, warunki polowe, stresowe NAC Starski 6,3, NHI Mecenas 69%,
NERgen 3805 15 g/g. Nie potwierdzono korelacji plonu z aktywno$cig bakterii
korzeniowych. Potwierdzono korelacj¢ plonu z parametrem Nfix (wigzania azotu).
Wskazano markery Sprzezone z wyzej wymienionymi cechami: zawarto$¢ azotu w
nasionach %Nzia, marker SSR AD21; %Nfix, marker SSR PSGAPA; mi¢dzykomorkowe
stezenie CO; Cji efektywnosc¢ transpiracji A/Tr, marker PSGAPA,; intensywnos¢ transpiracji
Tr, marker SSR AC74; efektywno$¢ wykorzystania fosforu w formowaniu masy nasion i
wegetatywnej, AD21, AA473, Mticl6, Leg404.
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