WYNIKI
z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2016 roku
Badania wewnetrznej struktury genetycznej odmian zyta oraz dziedzicznego podloza
efektu heterozji

Temat badawczy 1
Ocena wewngtrznej struktury genetycznej odmian populacyjnych i mieszancowych zyta.

Cel zadania badawczego: Ocena fenotypowa i genotypowa pojedynczych osobnikow
wchodzacych w sklad zarejestrowanych odmian uprawnych zyta w celu okre$lenia
genetycznych przyczyn i mechanizmow prowadzacych do wyzszego plonowania odmian
mieszancowych w poréwnaniu z populacyjnymi — cel zrealizowany.

Materiaty 1 metody (opisa¢ jak w publikacji)

Materiatem badawczym ocenianym fenotypowo w 2016 roku byly rosliny dziesi¢ciu odmian
uprawnych zyta ozimego — czterech mieszancowych (Bono F1, Konto F1, Skaltio F1, Stakatto
F1) i szesciu populacyjnych (Armand, Bosmo, D. Diament, D. Granat, Horyzo, Stanko).
Rosliny badanych odmian zostaly wysadzone punktowo w pole (rozstawa 20 x 20 cm) w
uktadzie kompletnej randomizacji na polu nalezagcym do stacji doswiadczalnej ,,Hala
Wegetacyjna ZUT” w Szczecinie. Jesieniag 2015 wysadzono od 120 do 140 roslin kazdej
odmiany. Wiosng do dalszych badan wybrano losowo po 100 roélin, ktore przezimowaty w
dobrej kondycji. Wszystkie badane rosliny zaetykietowano i na poczatku strzelania w zdzbto
pobrano licie do izolacji DNA. Liscie zostaly zamrozone w temp. -70°C do dalszych analiz.

Ocena fenotypowa obejmowala nastgpujace cechy uzytkowe:
- krzewienie ogolne

- krzewienie produkcyjne

- wysoko$¢ roslin

- dtugos¢ ktosa

- liczba ktoskéw w klosie

- liczba ziaren w klosie

- masa ziaren z klosa

Badane rosliny nie byly izolowane, stad niezaleznie od poziomu pylenia zawigzywanie ziaren
w ktosach przebiegato podobnie jak w zasiewach produkcyjnych. Cechy dotyczace parametréw
ktosoéw (dlugos¢ ktosa, liczba ktoskow w klosie, liczba ziaren w ktosie i masa ziaren z klosa)
byly oznaczone po zbiorach na pigciu ktosach z kazdej roslin (z wyjatkiem roslin stabo
rozkrzewionych, w ktorych badano wszystkie dostepne ktosy).

Wyniki oceny fenotypowej z pierwszego roku badan fenotypowych byly podstawa do wyliczen
$rednich arytmetycznych, odchylen standardowych i wspotczynnikéw zmiennosci. Wyliczono
tez wspolczynniki korelacji pomiedzy badanymi cechami.

Z uwagi na wysokie koszty analiz genetycznych do dalszego etapu badan zostaty wybrane
losowo 2 odmiany (kolejne odmiany sg przewidziane do badan genetycznych w przysztych
latach). Z odmian Bono F1, i Stanko wybrano losowo po 90 roslin i wyizolowano z nich DNA
przy uzyciu zestawu Gene Elute Plant Mini Kit (Sigma-Aldrich). 1zolaty DNA po sprawdzeniu
wymaganych parametréw jakosciowych zostaty wystane do analiz w technologii DArTseq
oferowanej przez firme Diversity Arrays Technology Pty (Bruce, Australia) jako komercyjny
wariant metody GBS (ang. Genotyping by Sequencing). Technologia DArTseq generuje dwie
kategorie markerow: dominujace Silico-DArT oraz kodominujace SNP.

Dodatkowo w badaniach wykorzystano rezultaty analiz DArTseq w obrgbie odmiany Visello
F1, ktére uzyskano przy realizacji innego projektu badawczego, w ktorym nie byty one uzywane
do analizy struktury genetycznej wewnatrz odmiany.

Wyniki genotypowania wykorzystano do oceny zroéznicowania genetycznego wewnatrz odmian
oraz wykreslenia drzew podobienstwa genetycznego metoda UPGMA. Zastosowano
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oprogramowanie NTSys 2.2. Ponadto w oparciu o dane DarTseg-SNP okreslono czgstotliwos¢
wystepowania alleli w stanie heterozygotycznym w obrebie kazdej z badanych odmian.

Wyniki (opisa¢)

Oceng fenotypowa objeto lacznie 1000 ros§lin — po 100 z kazdej badanej odmiany.
Najefektywniej krzewigcymi si¢ odmianami byly trzy mieszance: Bono F1, Skaltio F1 i Stakatto
F1 (tab.1). Wsréd odmian populacyjnych najlepsze krzewienie ogoélne i produkcyjne
zaobserwowano w odmianie Dankowskie Granat. Wartosci wspotczynnika krzewienia
wykazywaly bardzo duza zmienno$¢ wewnatrzodmianowa (wspdlczynniki zmiennosci
niejednokrotnie przekraczaly wartos¢ 50%).

Pod wzgledem wysokosci ro§lin wyrdzniata si¢ populacyjna odmiana Bosmo (tab.1), ktora byta
wyraznie wyzsza od pozostatych badanych odmian. Wszystkie badane odmiany mieszancowe
byly stosunkowo niskie, w szczego6lnosci dotyczyto to dwoch niemieckich odmian: Bono F1 i
Stakatto F1.

Pod wzglgdem dlugosci klosa wyrdznialy sie¢ dwie odmiany populacyjne — Bosmo i Horyzo
(tab.1). Najkrotsze ktosy zaobserwowano w odmianie Dankowskie Diament. Pozostate
odmiany populacyjne i wszystkie odmiany mieszancowe charakteryzowaly si¢ przecigtnymi
warto$ciami tej cechy.

Najwyzsze wartosci przy ocenie liczby kloskow w klosie odnotowano w odmianie Bosmo, ale
druga pod tym wzgledem byta odmiana mieszancowa Bono F1, ktorej ktosy nie nalezaty do
najdtuzszych (tab.1). Zgodnie z oczekiwaniami — najmniejsze wartosci pod wzgledem liczby
ktoskow w ktosie zaobserwowano w odmianie Dankowskie Diament, ktorej ktosy byly
stosunkowo krotkie.

Ocena liczby ziaren w ktosie wskazuje na przewage odmian mieszancowych —wszystkie cztery
badane odmiany nalezaty do obiektow, u ktorych warto$ci tej cechy byly najwyzsze (tab.1).
Najmniejsze ilosci ziaren z klosow zbierano z odmian populacyjnych Dankowskie Diament i
Stanko.

Masa ziaren z klosa charakteryzowata si¢ znaczacg zmienno$cig w obrebie badanych odmian
(tab.1). Warto$ci wspotczynnikéw zmiennosci dla tej cechy byly mniejsze niz dla ocen
krzewienia, ale wyraznie wyzsze niz dla innych badanych cech fenotypowych. Jednoczesnie
obserwowane w 2016 roku masy ziaren z klosa nie wykazywaty znaczacego zrdznicowania
pomigdzy badanymi odmianami (tab.l). Najmniejsza mas¢ ziaren z klosa odnotowano u
domiany Dankowskie Diament, ktéra miata najkrétsze ktosy z njmniejsza liczba ktoskow i
ziaren w klosie. Wérdéd odmian charakteryzujacych si¢ najwigksza masa ziaren zbieranych z
ktosa byta jedna odmiana populacyjna — Bosmo i trzy mieszance z niemieckiej hodowli: Bono
F1, Skaltio F1 i Stakatto F1.

Wspolezynniki korelacji miedzy badanymi cechami byly w wickszo$ci przypadkow nieistotne
(tab.2). Istotng statystycznie korelacj¢ odnotowano jedynie pomigdzy cechami tradycyjnie
sci$le powigzanymi: krzewieniem ogolnym i produkcyjnym oraz liczba ktoskow w klosie i
liczbg ziaren w klosie. Zaobserwowano tez pewng zalezno$¢ migdzy wysokos$cig roslin a
parametrami klosa, ale wartosSci wspotczynnikow korelacji, chociaz istotne statystycznie, nie
wydaja si¢ by¢ znaczace z punktu widzenia praktyki.

Ocena zrd6znicowania genetycznego pomig¢dzy 94 osobnikami odmiany Visello F1 zostata
wykonana w oparciu o zestaw 55542 markerow Silico-DArT, ktore uzyskano w czasie realizacji
innych prac badawczych. Warto$ci wspotczynnikow podobiefnstwa genetycznego pomiedzy
pojedynczymi roslinami wahaty si¢ w szerokich granicach: od 0,42 do 0,88. Na dendrogramie
skonstruowanym metodg UPGMA (rys.1) widoczne s wyraznie rozdzielone dwie grupy
skupien — liczniejsza obejmuje okoto 75% badanej populacji rosélin i charkateryzuje sig
stosunkowo duzym podobienstwem genetycznym (powyzej 0,7). Druga, mniej liczna grupa jest
znacznie bardziej zroznicowana genetycznie.

Dane z analiz DArTseq dla kolejnych dwoch odmian (Bono F1 i Stanko) pozyskano de novo i
obejmowaty one 65532 markery. Znacznie wigksze podobienstwo genetyczne migdzy
badanymi osobnikami zaobserwowano w odmianie Bono F1 (rys.2). Warto$ci podobienstwa
miescity si¢ w granicach 0,8-0,9 i na skonstruowanym dendrogramie nie zidentyfikowano
wyraznych grup skupien. Odmiana populacyjna Stanko byla bardziej zréznicowana
wewngtrznie niz odmiana Bono F1 (rys.3). Wspotczynniki podobienstwa genetycznego
osiggaty warto$ci od 0,7 do 0,8 i nie zaobserwowano istnienia wyraznych grup skupien.



Tabela 1

Warto$ci $rednich, odchylenia standardowego (S) i wspotczynnikéw zmiennosci (W) dla badanych cech fenotypowych dziesigciu odmian zyta (Szczecin 2016)

Odmiana Parametr Krzewienie Krzewienie Wysoko$é Dtugo$é¢ ktosa | Liczba ktoskow w | liczba ziaren w | masa ziaren z klosa
produkcyjne ogdblne [cm] [cm] ktosie klosie [a]
Armand Srednia 4.18 4.72 129.54 10.22 34.56 57.70 2.52
S 2.12 2.46 15.26 1.20 4.02 10.78 0.63
wW 50.72 52.01 11.78 11.77 11.63 18.68 24.95
Bono F1 Srednia 6.37 7.66 125.83 10.29 35.30 62.47 2.90
S 2.65 3.54 11.52 1.01 3.15 7.67 0.56
w 41.65 46.27 9.16 9.82 8.92 12.27 19.36
Bosmo Srednia 4.40 4.92 150.24 11.12 35.71 59.55 2.98
S 2.15 2.52 18.15 1.43 4.20 11.18 0.81
W 48.82 51.20 12.08 12.83 11.75 18.77 27.11
D. Diament Srednia 3.58 3.89 129.13 9.70 32.65 54.17 2.38
S 2.05 2.11 20.90 1.71 6.11 13.75 0.74
wW 57.16 54.27 16.18 17.65 18.71 25.39 30.91
D. Granat Srednia 5.85 6.46 135.30 10.21 34.85 60.07 2.77
S 211 2.42 10.39 1.23 3.46 8.44 0.57
W 36.13 37.41 7.68 12.01 9.92 14.05 20.63
Horyzo Srednia 3.97 4.50 137.96 10.77 34.91 58.53 2.76
S 1.82 2.16 14.47 1.62 4.70 11.22 0.75
wW 45.77 48.15 10.49 15.04 13.47 19.18 27.10
Konto F1 Srednia 4.25 5.28 129.84 10.00 35.13 61.12 2.63
S 2.00 2.67 11.22 1.22 3.89 10.13 0.64
wW 47.11 50.47 8.64 12.20 11.06 16.57 24.31
Skaltio F1 Srednia 6.37 7.43 130.35 10.32 35.08 60.86 3.05
S 3.18 3.72 9.49 1.12 3.33 8.72 0.58
W 49.96 50.08 7.28 10.88 9.48 14.33 18.85
Stakatto F1 Srednia 6.70 7.15 124.79 9.67 34.75 61.87 2.83
S 2.95 3.26 8.88 1.08 3.64 9.48 0.64
W 43.95 45.63 7.12 11.18 10.47 15.33 22.51
Stanko Srednia 5.04 5.79 130.93 10.31 35.44 58.20 2.64
S 2.70 3.43 19.50 1.61 5.04 11.29 0.65
W 53.63 59.23 14.89 15.63 14.21 19.40 24.54




Tabela 2

Wartos$ci wspdtczynnikéw korelacji pomiedzy badanymi cechami fenotypowymi

Krzewienie ogolne 0.89

Wysokos¢ 0.19 0.10

Dhugos¢ klosa [cm] 0.21 0.21 0.45

Liczba kloskow w klosie 0.31 0.27 0.37 0.10

liczba ziaren w klosie 0.31 0.27 0.28 0.09 0.78

masa ziaren z klosa [g] 0.35 0.35 0.36 0.04 0.33 0.40

Krzewienie Krzewienie Wysokos$¢ |  Dlugosé klosa Liczba kloskow w liczba ziaren w

produkcyjne ogolne [cm] klosie klosie
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Rys.1 Dendrogram podobienstwa genetycznego roslin z odmiany Visello F1 skonstruowany metoda UPGMA
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Rys.2 Dendrogram podobienstwa genetycznego roslin z odmiany Bono F1 skonstruowany metoda UPGMA
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Rys.3 Dendrogram podobienstwa genetycznego roslin z odmiany Stanko skonstruowany metoda UPGMA



Dyskusja (opisac jak w publikacji)

Wyniki oceny fenotypowej roslin pochodzacych z dziesi¢ciu badanych odmian zyta musza by¢
traktowane jako wstepne. Wszystkie analizowane cechy fenotypowe podlegaja znaczacym
modyfikacjom przez czynniki Srodowiskowe, wigc zaobserwowane roznice miedzy odmianami
wymagaja weryfikacji w kolejnych sezonach wegetacyjnych. Wykonane obserwacje wskazuja, ze
réznice miedzy odmianami zyta dotyczace pojedynczych roslin nie sa znaczace. Prawdopodobnie
przewaga odmian mieszancowych nad populacyjnymi wynika z kumulacji drobnych réznic
fenotypowych. Wsrod cech o najwiekszym znaczeniu dla wysokiego potencjalu plonowania
mieszancoOw zyta mozna wstepnie wymieni¢ zdolno$¢ do efektywnego krzewienia oraz ilo$é
zawigzywanych ziaren w klosie.

W latach 80-tych XX wieku za uzasadniony ekonomicznie model odmian mieszancowych zyta
uznano odmiany tréjliniowe z syntetycznym restorerem po stronie ojca (Becker i in. 1982; Geiger 1985).
Wzgledy ekonomicze spowodowaly, ze odmiany mieszancowe zyta s3 w pewnym sensie populacjami,
a ich przewaga nad tradycyjnymi odmianami wynika z wigkszej czestotliwo$ci wystepowania
genotypow heterozyjnych o bardzo dobrych cechach gospodarczych (Lapinski i Stojatowski 1997).
Model odmiany mieszancowej zyta opracowany w Niemczech ponad 30 lat temu, jest wciaz
obowigzujacy dla wigkszosci aktualnie rejestrowanych odmian. Wyniki analiz genetycznych dla odmian
Bono F1 i Stanko sa w pelni zgodne z teoretycznymi zalozeniami — odmiana mieszancowa jest
genetycznie zréznicowana, ale poziom tego zréznicowania jest mniejszy niz w odmianie populacyjne;j.
Zaskakujacy jest jednak wynik analiz w obrebie odmiany Visello F1. Co prawda wynik ten zostat
otrzymany w oparciu 0 okoto dziesig¢ tysiecy mniejsza liczbe markerow, ale zaobserwowany podziat
na dwie wyraznie odrebne genetycznie grupy genotypow nie mogl raczej wynika¢ z tej rdznicy i
aktualnie trudno ten rezultat racjonalnie wyjasni¢. Wskazuje to na konieczno$¢ kontynuowania badan
w tym kierunku.

WhnioskKi (opisa¢ jak w publikacji)

Ocena pojedynkoéw pochodzacych z odmian mieszancowych i populacyjnych wskazuje na stosunkowo
niewielka zmienno$¢ fenotypowa pomiedzy odmianami. Odmiany mieszancowe charakteryzuja sig¢
przewaznie nieco wicksza zdolnos$cia do krzewienia oraz nieznacznie wyzsza liczba zawigzywanych
ziaren w ktosach.

Wsréd badanych odmian populacyjnych w 2016 roku odrozniata si¢ cechami fenotypowymi odmiana
Bosmo — jej rosliny byly najwyzsze, miaty najdtuzsze ktosy z najwiekszg liczbg zawigzanych ziaren.
Odmiana Bono F1 -charakteryzuje si¢ wigkszym poziomem wyrownania genetycznego niz
populacyjna odmiana Stanko

Temat badawczy 2

Ocena przydatnosci odmian populacyjnych do zasilania heterotycznych pul genetycznych dla
przysztych komponentéw matecznych i ojcowskich. Etap 1: Charakterystyka genetyczna linii
wsobnych z polskiej hodowli.

Cel: Ocena zmienno$ci genetycznej wystepujacej wsrod linii  wsobnych — Zyta
wykorzystywanych do hodowli odmian mieszancowych w Polsce — cel zrealizowany.

Materiaty i metody (opisa¢ jak w publikacji)

W badaniach wykorzystano linie wsobne o réznym stopniu zaawansowania, ktore sg
wykorzystywane aktualnie przez polskie spotki hodowlane do hodowli odmian mieszanicowych.
Wsréd badanych linii znalazly sie zarowno te, ktore stanowia pulg linii matecznych (non-
restorer), jak i linii ojcowskich (restorer). Po 90 linii hodowlanych do badan zostato
udostepnionych przez dwie spotki zajmujgce sie hodowlg mieszancows: Danko Hodowla
Roslin oraz Poznanska Hodowla Ro$lin — badaniami objeto tacznie 180 linii wsobnych.

DNA izolowano z lisci pobranych na poczatku strzelania w zdzbto na terenie spotek
hodowlanych lub z liSci siewek otrzymanych w Zachodniopomorskim Uniwersytecie
Technologicznym w Szczecinie z nasion udostepnionych przez hodowcow. DNA ze 180 linii
wsobnych otrzymanych ze spétek hodowlanych Danko Hodowla Roslin oraz Poznanska
Hodowla Roslin wyizolowano przy uzyciu zestawoéw do izolacji GeneElute Plant Mini Kit
(Sigma-Aldrich). Czystos¢ i koncentracje uzuskanych izolatdéw oceniano spektrofotometrycznie
oraz poprzez analiz¢ wynikow elektroforezy w zelach agarozowych.
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Jako podstawe¢ do oceny zmiennosci genetycznej wybrano markery otrzymywane w technologii
DArTseq (ustuga komercyjna oferowna przez firme Diversity Arrays Technology Pty., Bruce,
Australia). Technologia ta, bedaca wariantem szerzej stosowanej metody pozyskiwania
markerow, ktora jest okreslana jako Genotyping by Sequencing (GBS), pozwala na otrzymanie
dwoch rodzajow markerow: liczniejszej grupy dominujacych Silico-DArT oraz zazwyczaj
mniej licznego zestawu kodominujgcych markeréw SNP. Z uwagi na homozygotyczny
charakter badanych linii, do oceny zréznicowania genetycznego planowane jest wykorzystanie
markerow Silico-DAIT. Analizy zréznicowania genetycznego oraz konstrukcja drzew
podobienstwa genetycznego metoda UPGMA zostanie wykonana przy uzyciu programu NTSys
2.2.

Wyniki (opisac)

Analizami DArTseq objeto po 90 linii z dwdch spotek hodowlanych (Danko HR Sp. z 0.0. i
Poznanska Hodowla Roslin Sp. z 0.0.) realizujacych programy hodowli odmian mieszancowych zyta —
tacznie przebadano 180 hodowlanych linii wsobnych. Do oceny zrdznicowania genetycznego uzyto
markerow Silico-DArT w ilo$ci 65532. Analizy przeprowadzono oddzielnie dla zestawu linii
pochodzacych z kazdej spoiki.

Podobienstwo genetyczne linii pochodzacych z Danko HR Sp. z 0.0. miescito si¢ w granicach
od 0,83 do 0,99 (rys.4). Na utworzonym dendrogranie wyraznie zauwazalne sa dwie grupy skupien.
Generalnie odpowiadajg one podziatowi hodowlanemu na linie typu non-restorer (linie mateczne) i
linie typu restorer (linie ojcowskie), chociaz pojedyncze niezgodnosci mozna odnalez¢ na wykresie
(rys.4).

Bardzo podobnie wyglada wynik analiz genetycznych linii hodowlanych z Poznanskiej
Hodowli Roslin Sp. z 0.0. Zakres oszacowanego przy pomocy markerow DArTseq podobienstwa
genetycznego miesci si¢ w granicach 0,82 do 0,97 (rys.5). Podzial na dwie grupy skupien jest mniej
widoczny z uwagi na do$¢ duze zréznicowanie w obrebie grupy linii restorerowych. Niemniej jednak,
uwazna analiza pozwala na wydzielenie dwdch gltéwnych grup genotypdow, ktore zasadniczo
odpowiadajg puli linii typu ,,non-restorer” i puli linii ,,restorer”.

Dyskusja (opisac jak w publikacji)

Hodowla odmian mieszancowych kukurydzy i wielu innych gatunkéw roslin uprawnych jest
oparta o dobor komponentow rodzicielskich w obrebie dwoch przeciwstawnych pul genetycznych
(Simmonds 1987; Michalik 2009) zwanych tez pulami heterotycznymi. Dystans genetyczny pomiedzy
genotypami nalezgcymi do tych pul jest niezbedny dla uzyskania efektu heterozji u tworznych
mieszancow. W hodowli mieszancowej zyta prowadzonej w Niemczech od samego poczatku
wydzielone zostaly tego rodzaju pule heterotyczne: linie mateczne wywodza sie z grupy genotypow
zyta Petkus, a pule genetyczng linii ojcowskich wyprowadzono z hodowli zyta Carsten (Geiger 1985).
Podzial ten przyjely i wdrozyly do swoich programéw wszystkie niemieckie firmy zajmujace si¢
hodowla heterozyjna zyta. W Polsce hodowcy tez tworza w swoich programach pule heterotyczne, ale,
praktycznie kazda ze spolek robita to we wilasnym zakresie, chociaz wspotpraca przy hodowli
wspolnych odmian mieszancowych mogta wptynaé¢ na czgSciowa unifikacje sktadu w obrebie puli
genotypéw matecznych i ojcowskich. Wykonana analiza réznic genetycznych w obrebie linii
hodowlanych z dwoch spotek wskazuje na odrgbnosé genetyczng linii matecznych i ojcowskich -
podobny maksymalny dystans genetyczny 0,17-0,18 odnotowano w obu przypadkach. Warto$ci tego
dystansu sg mniejsze niz te, ktore charakteryzuja pule heterotyczne w hodowli niemieckiej (Fischer i in.
2010), gdzie warto$¢ dystansu osiggata 0,29. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze w pracy Fischer i in. (2010)
i w aktualnie realizowanych badaniach stosowano inne metody szacowania dystansu genetycznego (inne
rodzaje markerow i inne metody analizy statystycznej).

Whnioski (opisa¢ jak w publikacji)

W obrgbie badanych linii pochodzgcych z dwdch spdtek hodowli roslin zauwazalne jest istnienie dwoch
pul genetycznych — linii matecznych i linii ojcowskich

Szacowany dystans genetyczny pomiedzy obiema pulami heterotycznymi linii matecznych i ojcowskich
w obu spotkach hodowlanych jest stosunkowo niewielki



Temat badawczy 3

Ocena plonowania populacji syntetycznych o zrdznicowanej strukturze genetycznej. Etap 1:
Uzyskanie nasion szesciu populacji syntetycznych.

Cel: przygotowanie materiatu siewnego do zatozenia doswiadczenia polowego pozwalajacego
na okreslenie wartosci gospodarczej populacji syntetycznych o zroznicowanej strukturze
genetycznej — cel zrealizowany.

Materiaty i metody (opisa¢ jak w publikacji)

Realizacje zadania badawczego rozpoczeto jesienig 2016 roku. Na podstawie informacji o
pochodzeniu linii wsobnych, jak réwniez w oparciu o dostepnos¢ nasion, wybrano kombinacje
linii, do wytworzenia populacji syntetycznych o zréznicowanej strukturze genetycznej. Jako
linie rodzicielskie dla tworzonych syntetykow wybrane zostaty 3 linie z Poznanskiej Hodowli
Roslin Sp. z 0.0. (NS 55N/09, S 210N/05, WM 34R) oraz jedna linia z Danko Hodowla Roslin
Sp. z 0.0. (SR13). Zaplanowano uzyskanie czterech syntetykéw dwuliniowych, jednego
trojliniowego i jednego czteroliniowego. Nasiona wybranych odmian wysiano w izolowanych
przestrzennie szkotkach rozmnozeniowych.

Wyniki (opisac)

W roku 2016 dokonano oceny dostepno$ci nasion oraz klasyfikacji linii wsobnych do grup ,,non-
restorer” i,,restorer” w programach hodowlanych dwoch spotek: Poznanskiej Hodowli Roslin Sp. z o.0.
i Danko Hodowla Ro$lin Sp. z 0.0. Zdecydowano, ze podstawa do tworzenia populacji syntetycznych
powinny by¢ dwie linie z programu ,,non-restorer” i dwie z programu ,,restorer”’. W obrebie pierwszej
grupy linii wystarczajacg ilo$¢ nasion do zatozenia szkdtek rozmnozeniowych stwierdzono dla linii NS
55N/09, S 210N/05. Sposrdd linii z programu restorerowego realizowanego w obu spotkach wybrano
linie WM 34R (z PHR) i SR13 (z Danko). W kazdej z izolowanych szkotek (tab.3) wysianych zostato
po 400 kietkujacych nasion.

Tabela 3

Kombinacje linii wsobnych wybrane do wytworzenia populacji syntetycznych.
Kombinacja Liczba nasion do siewu
WM 34R x NS 55N/09 200 + 200
WM 34R x S 210N/05 200 + 200
WM 34R x SR 13 200 + 200
NS 55N/09 x S 210N/05 200 + 200
WM 34R x NS 55N/09 x S 210N/05 140 + 140 + 140
WM 34R x NS 55N/09 x S 210N/05 x SR 13 100+100+100+100

Dyskusja (opisac jak w publikacji)

Populacje syntetyczne sg wykorzystywane w hodowli do tworzenia odmian, ktérych wartos¢
gospodarcza moze by¢ wigksza niz tradycyjnych odmian populacyjnych (Simmonds 1987). Przydatnos¢
populacji syntetycznej zalezy gtéwnie od wielkosci efektu heterozji, ktory uda si¢ osiggnac. Zalezy on
z jednej strony od zdolno$ci kombinacyjnej linii tworzacej syntetyka, a z drugiej — od frekwencji roslin
mieszancowych vs. powstatych na skutek samozapylenia. Teoretycznie mniejsza liczba linii tworzacych
syntetyka pozwala na dobdr linii o wyzszej swoistej zdolnosci kombinacyjnej, ale ze wzgledu na
losowo$¢ krzyzowan w obrebie populacji syntetycznej — prowadzi do zwigkszenia frekwencji
genotypow niebedgcych mieszancami (niewykazujacych efektu heterozji).

WhnioskKi (opisa¢ jak w publikacji)

Zaprojektowano kombinacje linii do tworzenia populacji syntetycznych opartych o rézne
liczebnosci linii oraz zréznicowany ich sktad genetyczny
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Temat badawczy 4

Wytworzenie i ocena zestawu linii introgresyjnych. Etap 1: Tworzenie linii: krzyzowania
wsteczne wypierajace, selekcja z uzyciem markeré6w molekularnych.

Cel: Wytworzenie zestawu linii introgresyjnych niezb¢dnych do przeprowadzenia doswiadczen
polowych w celu lokalizowania genéw kontrolujacych wazne cech uzytkowe u mieszancow zyta — cel
zrealizowany.

Materiaty i metody (opisa¢ jak w publikacji)

W badaniach wykorzystano mieszance mi¢dzy dwiema liniami wsobnymi. Linia WM18R zostata
wytworzona w ramach komercyjnych prac hodowlanych w firmie Poznafska Hodowla Roslin Sp. z 0.0.
Linia reprezentuje pule heterotyczng genotypow ojcowskich (restorer), charakteryzuje si¢ dobrymi
wlasciwos$ciami uzytkowymi, dobrg ogdlna zdolnosciag kombinacyjng i skuteczno$ciag w przywracaniu
plodnosci u mieszancow z cytoplazmami sterylizujagcymi typu Pampa (CMS-P) i CMS-C. Linia 541
zostata wyhodowana w ZUT Szczecin (dawniej AR Szczecin), jako linia uniwersalnie dopetniajaca
(non-restorer) dla znanych cytoplazm sterylizujacych u zyta, posiada w swoim rodowodzie dzikie zyto
gorskie (Secale montanum), jest wysoka, wylegajaca i bardzo podatna na porastanie, a jej ogdlna
zdolno$¢ kombinacyjna jest niewielka. Badane mieszance pochodza z krzyzowan wstecznych
wykonywanych w obu kierunkach (powracajacym partnerem dla cze$ci mieszancow jest linia WM18R,
a dla czgsci linia 541).

W 2016 roku badaniami objeto 200 roslin pokolenia BC3 (po 100 roslin dla kazdego kierunku
krzyzowania). Roéliny byly wysadzane punktowo na polu stacji do$wiadczalnej w Szczecinie w
rozstawie 20 x 20 cm. Ros$liny oceniono pod katem cech morfologicznych (krzewienie, wysoko$¢é
roslin). Klosy zaizolowano przed kwitnieniem w celu uzyskania nasion pokolenia BC3F2, a liscie
zostaty pobrane w celu wyizolowania DNA.

Dokonano wstepnej oceny genetycznej tworzonych linii introgresyjnych. W tym wykonano u 90
losowo wybranych form oceng polimorfizmu genetycznego przy uzyciu 15 markeréw molekularnych
opartych na metodzie PCR.

Wyniki (opisa¢)

Rosliny badanych mieszancow byly przewaznie podobne pod wzgledem wygladu do linii
rodzicielskich uzytych jako partner powracajacy, chociaz zroznicowanie byto wcigz widoczne. Cecha,
ktora byta bardzo wyraznie zréznicowana bylo krzewienie ogélne i produkcyjne (tab.4). Niektore z
badanych pojedynkoéw nie krzewity si¢ w ogole, a niektore wytwarzaly do 10 zdzbel ktosonos$nych.
Przecigtny poziom krzewienia badanych roslin byl niewielki i podobny u obu grup badanych
mieszancow: [(541N x WM18R)xWM18R]B3 oraz [(541N x WM18R)x541]B3 (tab.4)

Réznice wynikajace z zastosowania odmiennego komponentu do krzyzowan wstecznych
widoczne byly przy ocenie wysokosci roslin. Mieszance z udzialem linii WM18R jako powracajacego
partnera byly o okoto 9cm nizsze od tych, ktore cyklicznie krzyzowano z linig 541 (tab.4).
Zréznicowanie wewnatrz kazdej z grup badanych genotypow bylo jednak wcigz znaczace
(wspolczynniki zmienno$ci powyzej 10%).

Tabela 4
Krzewienie i wysoko$¢ roslin badanych roslin mieszancowych — wartosci srednie, odchylenie
standardowe (S) i wspotczynniki zmiennosci (W).

[(541IN x WM18R)XWM18R]B3 [(541IN x WM18R)x541]B3
Krzewienie | Krzewienie | Wysokos¢ | Krzewienie | Krzewienie | Wysokos¢
produkcyjne ogolne [cm] produkcyjne ogolne [cm]
Srednia 4.01 4.95 106.72 3.52 5.18 115.55
S 1.95 2.50 12.68 1.40 2.59 16.12
Y 48.69 50.40 11.89 39.84 50.09 13.95

Analizy wykonane przy pomocy markeréw molekularnych rowniez ujawnity przewage obecnosci
tych wariantow allelicznych, ktore byly obecne u formy rodzicielskiej uzywanej do krzyzowan
wstecznych. Nasiona zebrane z badanych roslin (pokolenie B3F2) wysiano jesienia na polu nalezacym
do ZUT w Szczecinie (po 10 ziaren kazdego z 200 genotypow) w celu wytworzenia w Kkolejnych
sezonach wegetacyjnych zestawu linii wsobnych introgresyjnych niezbednych do kontynuowania
badan.
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Dyskusja (opisac jak w publikacji)

Bardzo efektywng metoda lokalizowania gendéw kontrolujacych wazne cech uzytkowe jest
tworzenie tzw. bibliotek introgresyjnych, ktore w istocie stanowig zbidr linii blisko-izogenicznych
obejmujacych obszar catego genomu. Pierwsza tego rodzaju biblioteka zyta zostata stworzona na bazie
elitarnej linii wsobnej L2053-N z niemieckiej hodowli odmian mieszancowych, do ktorej wprowadzono
segmenty genomu iranskiej populacji Altevogt 14160 (Falke i in. 2008). Badania otrzymanego zestawu
linii pozwolity na okre$lenie lokalizacji gendw istotnych dla szeregu cech agronomicznych (Falke i in.
2009, Mahone i in. 2013), jak i przydatnych przy zwiekszaniu zmiennosci genetycznej w obrebie
heterotycznych grup stosowanych w hodowli mieszancow zyta (Falke i in. 2009). Biblioteke te¢
stworzono na bazie mieszancéw wstecznych pokolenia B2, ale przy jednoczesnym zastosowaniu
selekcji materiatbw hodowlanych w oparciu o kompleksowo prowadzone analizy genetyczne (Falke i
in. 2008). Zestaw mieszancow wstecznych wykorzystany w aktualnie realizowanym projekcie nie byt
wczesniej oceniany markerami molekularnymi. Pierwsze, wstepne analizy wykonano w biezacym roku
jednoczesnie oceniajac rosliny pod katem wybranych cech fenotypowych. Kontynuacja tych dziatan w
szerszym zakresie powinna pozwoli¢ na wytworzenie zestawu linii introgeresyjnych o zréznicowanym
sktadzie genetycznym.

Whnioski (opisa¢ jak w publikacji)

Wstepne oceny fenotypowe i genetyczne wykonane na pojedynczych roslinach mieszancow
wstecznych wskazuja na przydatnos¢ badanych genotypow do wyhodowania zestawu linii
introgresyjnych przydatnych do badan nad genetycznym podlozem cech o duzym znaczeniu
uzytkowym.

Opublikowane streszczenia:

Stojatowski S., Ortowska M., Sobczyk M., Goralska M., 2016. Assessment of genetic diversity within
a hybrid cultivar of rye by mean DArTseq technology. V Kongres Genetyki, £.6dZ 19-22 wrze$nia
2016, ,,Program i materiaty kongresowe” red. Andrzej K. Kononowicz, Lucjusz Jakubowski,
Maciej Borowiec, Pawet Staczek, Wydawnictwo Grupa Medica s.c., £.6dz 2016, ISBN: 978-83-
925769-4-5: 327
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Assessment of genetic diversity within
a hybrid cultivar of rye
: by mean DArTseq technology
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Hybnd cultivars of rye are mgmfucantiy more productwe than traditional populatlon varieties. lt seems that it is a result of hlgher heterozygosity
within hybrids, leading to more efficient exploit of heterosis. Nowadays the data concerning the precise assessment of heterozygosity within

- hybrid and population cultivars are not available. In theory, the hybrid cultivar-censists-of individuals which are highly heterozygotic but relatively

similar, because are obtained by crossing selected homogeneous parental components.
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Phenotyplc analyses of individual plants of Visello F1 cultivar done in experimental station of West Pomeranian University of Technology in
Szczecin revealed significant variation of some analyzed morphological traits (fig. 1-3). The study was aimed at verification, if observed

" phenotypical variation is only an effect of environmental conditions or it reflects the genetic diversity of plants within hybrid cultivar.
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Fig.1. Distribution of plant height within studied individuals Fig.2. Dnstnbutlon of number ofspnhelets per spike within Fig.3. Distribution of number of kemnels per isolated spike
of Visello F1 cultivar. studied individuals of Visello F1 cuitivar. . within studied individuals of Visello F1 cultivar.
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. For assessment of genetic diversity theDArTseq technology was used. DNA for genotyping was |solated from leaves with the use of commercial kit

dedicated for plant tissues. In total 94 individuals randomly chosen from the cultivar grown in the field of experimental station in Szczecin were
genotyped. A set of 55 542Silico-DArTmarkers obtained from DArTseq platform were used for estimation of genetic diversity within studied hybrid
cultivar.

Fig.4. UPGMA ied g pes of Vissello F1 cultivar.

btained results were analyzed with the

of NTSYS 2.2. software. Calculated values of
genetic similarity of studied genotypes varied
between 0,42 and 0,88 revealing unexpected
high genetic diversity between some
individuals of analyzed cultivar. The
dendrogram obtained by UPGMA (fig.4)
method exposes that within plants occurring
in Visello F1 cultivar g
genotypes are  distinguishable.
importance of this statement have to be
verified in further research.
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