Program Wieloletni 2008 - 2013
Zadnie 2.1

Analiza i wykorzystanie bioréznorodnosci
gatunkow rodziny Poaceae w ulepszaniu
pszenicy T. aestivum L. metodami biologii
molekularnej, taksonomii numerycznej oraz
miedzygatunkowej i miedzyrodzajowej
hybrydyzacji generatywnej



Celem zadania byto:
zidentyfikowanie mieszancow miedzygatunkowych

i miedzyrodzajowych pszenicy T. aestivum L. z
gatunkami obcymi rodziny Poaceae o zmienionych
cechach lepszych niz u odmian pszenicy.

Wielokrotna ocena polowa i laboratoryjna zidentyfikowanych
mieszancow oddalonych z wykorzystaniem metod taksonomii
numerycznej i biologii molekularnej. Wyprowadzanie podwojonych
haploidow (DH) z mieszaricow — wyrownywanie linii

Wytypowanie mieszancow o ulepszonych cechach, ich ocena pod

wzgledem przydatnosci dla hodowli poprzez okreslenie zakresu
ulepszonych cech i ich kombinac;ji.

Okreslenie stabilnosci wytypowanych linii pod wzgledem
uzyskanych ulepszen. Koricowa charakterystyka polowa i
laboratoryjna wybranych linii.

Opracowanie sugestii dla programow hodowlanych pszenicy
i pszenzyta odnosnie mozliwosci wykorzystania wytworzonych
materiatow.



Na bazie oddalonych krzyzowan pszenicy T. aestivum L z gatunkami
spokrewnionymi w obrebie rodziny Poaceae zidentyfikowano 958 mieszancow
jarych F.-F,, o lepszych cechach niz w odmianach T. aestivum L. Mieszance te
pochodzity z krzyzowan T. aestivum L. z nastepujgcymi gatunkami:

T. timopheevii Zhukov (174)

T. durum Desf. odm. Mirable, Fuensemiduro, Khapli, Vernal (131)
T. monococcum L. (111)

S. montanum Guss (110)

S. vavilovii Grossh. (1)

H .vulgare L. odm. Manker (35)

L. perenne L. (225)

Ae. squarrosa L. (50)

. Ae. triumvidis L. (5)

10. Ae. speltoides Taush. (97)
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W efekcie wytworzonego z krzyzowan miedzygatunkowych i miedzyrodzajowych
materiatu ozimego F, - F,, zidentyfikowano 690 mieszaricdw ozimych o cechach
lepszych niz w odmianach T. aestivum L.

Mieszance te pochodzity z krzyzowan T. aestivum L. z nastepujacymi gatunkami:

1. T timopheevii Zhukov (2)

TI. durum Desf. odm. Mirable, Fuensemiduro, Khapli, Vernal
No.124, Mielijononous, DF624 (625)

T. dicoccoides L. (10)

T. beoticum Boiss. (5)

Ae. speltoides Taush (12)

E. giganteus L.(19)

L. perenne L. odm. Anna, No.9/1/1 (17)
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Sposrod wielu gatunkdow Poaceae jakie wykorzystano do wytworzenia
mieszancow z T. aestivum L. tylko materiat genetyczny pochodzacy z:

T. timopheevii Zhukov.
T. durum Desf.

T. dicoccoides L.

I. monococcum L.

T. boeoticum Boiss.

S. montanum Guss.

S. vavilovii Grossh.

H. ulgare L.
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Ae. squarrosa L.
Ae. triumvidis L.
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Ae. speltoides Taush.
L perenne L.
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E. giganteus L.

okazat sie efektywny w uzyskaniu lepszych wartosci cech od T. aestivum L.



Ogotem zidentyfikowano 1629 linii
ozimych i jarych, o zmienionych
cechach pochodz3acych z
krzyzowan miedzygatunkowych i
miedzyrodzajowych pszenicy
T. aestivum L. z innymi gatunkami
z rodziny Poaceae.
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[(5B Jara x L.perenne L.) x T.ae. 107] x AND 166



Kryteria ulepszen cech kiosa (1-6) i wskaznikow
technologicznych ziarna (a-d) linii ozimych T. aestivum L.

Oznaczenie Wartos¢
Nazwa cechy
cech krytyczna
1 Dtugosc ktosa (cm) 12,0
2 Liczba ktoskow w kiosie 22,0
3 Liczba ziarn w kfosie 55,0
4 Masa ziarn z kiosa (g) 2,5
5 Masa 1000-ziarn (MTZ) (g) 45,0
6 Liczba ziarn w ktosku (srednia) 2,5
a Zawartosc biatka ogotem (%) kl. E, A
b Wskaznik sedymentacji - SDS (cm3) kl. E, A
C Liczba opadania — LO (sek.) kl. E
d Ocena ogodlna (grupa Q) Gr.E, A




Wyizolowano DNA z materiatu tkankowego
wytypowanych do badan molekularnych 180 linii

Analize DNA przeprowadzono metodg polegajgca na
amplifikacji sekwencji satelitarnych specyficznych dla
roslin jednolisciennych, a w szczegdlnosci pszenicy

Nastepnie probki analizowano przez
wysokorozdzielczg elektroforeze kapilarna z
wykorzystaniem systemu
PA 800 plus - Beckman-Coulter



Do analizy skupien wykorzystano matryce
danych skonstruowang dla 105 obiektow i
szesciu cech morfologicznych ktosa
(w trzech powtodrzeniach + srednia)

Metoda analizy skupien pogrupowata
mieszance pod wzgledem ogolnego
wszechstronnego podobienstwa
wzgledem badanych cech ktosa
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W dalszych badaniach analizowano
30 linii ozimych z 6 kombinacji

I. aestivum L. v.ChS x T. durum Desf. v. Mirable, Khapli,
Fuensemiduro (15)

. (T aestivum L. v ChS- T. durum Desf. v. Mirable) x T. aestivum L
v.CHD661 (7)

T. aestivum L. v. 5B Favorit x L. perenne L. v. Anna (3)

. (T aestivum L. v. ChS - T. durum Desf. v. Mirable) x T. aestivum L.
v. M.Marks (2)

. (T aestivum L. v ChS- T. timopheevii Zhukov) x T. aestivum L. v.
Jara (1)

(T. aestivum L. v ChS- Ae. Sprltoides Tausch.) x (T. aestivum L. v
ChS- T. durum Desf. v. Mirable) (2)



Korzystajac z analizy danych morfologicznych,
molekularnych i grupujac przy pomocy analizy
skupien mieszance pod wzgledem ogdlnego
wszechstronnego podobienstwa w dalszych
badaniach skupiono sie na 30 mieszancach
uzyskanych z krzyzowek z gatunkami
T. durum Desf.

I. timopheevii Zhukov.

L. perenne L.

Ae. speltoides Taush.

Kolekcja obejmowata nastepujgce kombinacje
krzyzowan z gatunkami obcymi Poaceae



I. aestivum L. v. ChS x T. durum Desf. v. Mirable, Khapli,
Fuensemiduro x T. aestivum Lv. CHD661, M. Marks, 22 linie
I. aestivum L. v. 5B Favorit x L. perenne L. v. Anna, 1 linia

(T. aestivum L. v. 5B Jara x L. perenne L. v. 9.1.1.) T. aestivum
L. v. AND166, 2 linie

(T. aestivum L.v. ChS - T. durum Desf. v. Mirable) x T. aestivum
L. v. M. Marks, 2 linie

(T. aestivum L. v. ChS — T. timopheevii Zhukov.) x T. aestivum
L. v. Jara, 1 linia

(T. aestivum L. v. ChS — Ae. speltoides Taush.) x (T. aestivum
L. v. ChS x T. durum Desf. v. Mirable), 2 linie



Opracowano koncowag charakterystyke
wytypowanych 30 linii na podstawie
cech polowych/laboratoryjnych z 3 lat
(2011, 2012, 2013) jako sugestie dla
programow hodowlanych pszenicy i
pszenzyta oraz dokonano oceny
wybranych linii z wykorzystaniem metod
biologii molekularnej.



Zakres cech ulepszonych 30 linii
w latach 2011-2013

Zakres cech ulepszonych 30 linii w latach 2011-2013

NP 2011 2012 2013
Cecha Zakres Liczba Zakres Liczba|Zakres ulepszen |Liczba| Jednostka
1 |Dlugo$¢ klosa 12,2-17,8 30 12,0-19,2 29 12,0-16,2 30 (cm
2 |Liczba kloskow w klosie | 22,1 - 28,8 30 22,0-31,2 27 22,0-27,2 25
3 |liczba ziarn z klosa 55,0 - 98,2 28 55,0 —-83,0 27 55,9 — 80,7 26
4 |Masa zarna z klosa 25-34 24 2,5-40 26 25-34 11 |9
5 |[MTZ 45,2 - 53,4 13 45,1 -57,1 19 45,0 - 57,1 5 |0
6 |Liczba ziarn w klosku 2,5-3,6 19 2,5-338 24 25-3,1 24
7 |Zwarto$¢ klosa 19,0 —22.4 3 19,0 — 23,7 10 19,0 —24.2 7 (%
8 |Kloszenie 33-27 16 33-15 30 33-23 3 |lLdniod1. V.
9 [Wysoko$¢ roslin 111,0- 115 1 85—-115 29 105117 4
10 |Zawartosé biakka kl. E: 13,6 > 29 |kl E:14,2-18,4] 30 [kl E:142-184 | 30 |%
kl. A:12,6-13,6 1 [kl A:13,2-13,7 0 |kl A:13,2-13,7 0 (% .
, .. |kLE:76,2> 6 |kl E:74,2-90 3 |kl.E:74,2-90 3 |cm
11| Wskazmik sedymentacit 1= 7en 07611 4 [k A58.2741| 2 |KLA 582741 | 2 ot
12 |Liczba opadania kl. E : 280 > 24 |kl.E:280-483| 24 |kl. E:280 - 483 24 |sek
kl. A:240-279 3 |kl A:240-279 2
13 |Porastanie 346-0 23 14,7-0 10 10,0-0 25 |% porastania
14 |Zawarto$¢ glutenu 29,9 30 (%




Charakterystyka linii

Cechy 112 (34| 5|67 |8 9 10|11 12 |13 | 14
Linie wartosciod... |12,119,9(45,8|2,2|26,4(1,8(13,7|12,6|103,3(14,5|20,3(143,3| 0,0 {31,3
do... 20,3(30,6(80,6(3,6|53,8(3,5|23,4|37,7|137,6(18,1|88,3|497,7|64,4142,0

- 30 (2526 |11 5 |24 7 | 3 4 |30E|3E|[24E]| 25| 30

Ulepszone linie N

Wozorzec Tonacja |10,6(20,1|49,1|2,2|44,912,4/19,0|30,0( 98,3 {13,5|78,6|322,6|19,7(29,9
Wzorzec Begra 10,3(22,5|60,4|2,7(46,2|2,6(21,9(29,01100,3{13,3|86,0/383,0({19,8|31,8
Wozorzec Korweta |11,1121,4|60,4|2,7146,212,8119,4131,0(100,0(13,8(84,3{449,3|13,2|33,1




Linie z ulepszonymi cechami

Potaczenia cech

10

11

Liczba linii

10

11




Przeprowadzono analize metabolomiczng ziarniakéw za
pomocg spektroskopii FTIR w zakresie srodkowej podczerwieni
z wykorzystaniem transformacji fourierowskiej

Metoda ta dostarcza informacje o obecnosci grup funkcyjnych
w badanym materiale, na podstawie analizy spektralnej
absorpcji/transmisji promieniowania elektromagnetycznego w
zakresie liczb falowych 4000 - 400 [1/cm]

Pozwalata tym samym na okreslenie charakterystyki
metabolomicznej testowanego materiatu pod wzgledem
zawartosci roznych grup zwigzkow chemicznych (m. in.
polisacharydow, ttuszczéow, biatek a takze na charakterystyke
zwigzkow w obrebie weglowodandw, ttuszczow i biatek)



Typowe spektrum FTIR w petnym zakresie srodkowej podczerwieni
uzyskane dla ziarniakdow badanych krzyzéwek i odmian

Loadings

0,03 4 *

0,02 4

0,01 4

3819.47 3523.9 3253.4 3007 2774.6 2501.2 2263 2027.7 1757.2 1519 1283.7 1032 794.32
X-variables (PC-1) (88%)

Uzyskane pomiary spektroskopowe analizowano wykorzystujac
Analize Gtownych Sktadowych (PCA) oraz analize skupien



Ogdlny zakres zmiennosci metabolomicznej ziarniakdw uzyskany
droga krzyzowek miedzygatunkowych znacznie przekraczat
obserwowany u aktualnych odmian pszenicy (czerwone punkty).
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Zrodtem stosunkowo najwiekszej zmiennosci metabolicznej ziarniakéw
byty krzyzowki: 6, 10, 12, 13, 14, 14. 35, 46



Szczegdtowgq analize spektralng
przeprowadzono w zakresach
charakterystycznych dla

e zwigzkow ttuszczowych
* biatek
 weglowodanéw



Zwigzki ttuszczowe

Loadings
0,07 4

0,06 4

0,05 A

0,04 -

0,03 +

T TR T TR T TR T TR T T TR TR T TR T TR T T R T T T T T T T T T TR T TR TR TR TR TR TR T TR T TYYT
2090.61 2974.7 2959.27 294239 2926 2912.5 2899 28855 2872 2858.49 2842.1 2826.67
X-variables (PC-1) (99%)




Ziarniaki z uzyskanych krzyzowek cechowata znacznie wieksza zmiennos¢ w
zakresie jakosci i wzglednej ilosci zwigzkow ttuszczowych niz obserwowana u
aktualnych odmian pszenicy (czerwone punkty).
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Zrédtem stosunkowo najwiekszej zmiennosci metabolicznej (w zakresie jakosci
i wzglednej ilosci zwigzkéw ttuszczowych w ziarniakach)
byty krzyzéwki: 6, 10, 12, 14, 24, 35



Biatka

Loadings

0,08 4

0,07 4

0,06 4

0,05 4

0,04 4

0,03 4

0,02 4

0,01
1713.32 1695 1677.16 165546 1633.28 1611.58 1589.4 1570.6 1550.35 1528.17 1506 .47
X-variables (PC-1) (96%)



Ziarniaki z uzyskanych krzyzéwek cechowata znacznie wieksza zmiennos¢ w
zakresie jakosci i wzglednej lisci zwigzkow biatkowych niz obserwowana

u aktualnych odmian (czerwone punkty).
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Zrodtem stosunkowo najwiekszej zmiennosci metabolicznej ziarniakow
byty krzyzowki: 6, 12, 35, 46



0,08 4
0,07 4
0,06 4
0,05 4
0,04 4
0,03 :
0,02 4

0,01 -

0 4

Weglowodany

Loadings

1270.2 123548 11998 11646 11323 10971 1061.9 1032 1001.15 967.4 935.008 898.94

X-variables (PC-1) (91%)



Ziarniaki z uzyskanych krzyzowek cechowata znacznie wieksza zmiennos¢ w
zakresie jakosci i wzglednej ilosci weglowodandéw niz obserwowana u

aktualnych odmian (czerwone punkty).
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Zrédtem stosunkowo najwiekszej zmiennosci metabolicznej ziarniakéw
byty krzyzowki: 6, 12, 14, 24, 36, 46



W trakcie kazdego etapu
typowano linie mieszancowe
do otrzymania linii DH w celu

wyrownania linii. Ogétem
wytozono 130 tysiecy pylnikow
i otrzymano 3982 kalusy, z
ktorych zregenerowano 543
rosliny zielone



Pylniki na pozywce indukcyjnej C17




Kalusy na pozywce indukcyjnej
po 6 tygodniach inkubacj




Struktury ,lisciopodobne™ na pozywce R1




Struktury ,lisciopodobne™ na pozywce R1




Mtody regenerant na pozywce R4




Mtode rosliny na pozywce R4 1 w ziemi




Androgeneza 2009 - 2012
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Androgeneza 2011

400
350

=
=
>
a

Kalusy

B Rosliny

Rosliny

B Kalusy

& Pylniki

< S
. «0@. £5
%, %
QNA\ va\
N
WNV 70 %/“1
\\+ »,@ \\%
%y T, %%
<. 2 ¢
Yo ‘e
Py .
$v& D2



Androgeneza 2012
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Miedzygatunkowe i miedzyrodzajowe
krzyzowania pszenicy T. aestivum L.
wykonane z ponad 20 gatunkami
spokrewnionymi taksonomicznie w
rodzinie Poaceae wykazaty
przydatnos¢ materiatu genetycznego
niektorych tylko gatunkéw do
uzyskania ulepszen dla wybranych
cech u pszenicy



W koncowym etapie badan najbardziej efektywnymi
okazaty sie tylko 4 gatunki:

T. durum Desf.

T. timopheevii Zhukov.
L. perenne L.

Ae. speltoides Taush.

Jak wynika z 3-letnich badan najwieksza
efektywnos¢ przedstawiata

pszenica tetraploidalna twarda 7. durum Desf.

Mniejsza role odegraty pozostate gatunki.



Prace potwierdzity iz krzyzowania
generatywne z gatunkami
odlegtymi taksonomicznie w
obrebie rodziny Poaceae
prowadzg do wytworzenia linii
hodowlanych o ulepszonych
cechach



3-letnia (2011-2013) analiza cech uzyskanych
mieszancow wykazata, iz wsrod uzyskanych linii
wystgpity takie, ktére majg wartosci cech znacznie
przewyzszajgce wzorce hodowlane.

Aktualnym wzorcem jakosci w hodowli nowych odmian
jest odmiana Tonacja i na jej tle uwydatniajg sie uzyskane
ulepszenia:

poszczegolnych cech,
potaczen cech ktosa ze wskaznikami technologicznymi ziarna
w kombinacjach innych cech.



Na podstawie 3-letnich wynikow
okreslono wspoétzaleznosci cech
wspotczynnikiem korelacji
Pearsona przy roznych poziomach
istotnosci w przedziale 0,00-0,05.
W uzyskanych liniach wystgpity
niektdre znane u pszenicy ozimej
T. aestivum L korelacje cech



Korelacje Pearsona dla badanych cech (na podstawie 3-letnich badan)
(- uyjemna, + dodatnia, P =0,00 - 0,05)

Cecha

. dtugos¢ ktosa (cm)

. liczba ktoskéw w ktosie

. liczba ziarn z ktosa

. masa ziarna z ktosa (g)

.MTZ (g)

. liczba ziarn w ktosku

. zwartosc ktosa

. ktoszenie (liczba dni od 1.V.)

| W N WV | W N| R

. wysokos¢ roslin (cm)

10. zawartos¢ biatka ogétem (%)

11. wskaznik sedymentacji (cm3)

12. liczba opadania (s)

13. porastanie (% porastania w ktosach)




Wykazano, ze niektore korelacje s3
jednak inne, jak: zawartosc biatka i
wskaznik sedymentacji, zwartosc
ktosa i zawartosc¢ biatka w ziarnie.
Najwiecej korelacji wystgpito z liczba
ktoskow w ktosie (10 korelacji)
albowiem cecha ta decyduje o liczbie
ziarn w ktosie i zcechg MTZ (10
korelacji), ktora zwigzana jest z
wielkoscig i wypetnieniem ziarna.



Wystgpita wysoka dodatnia korelacja cechy
przedzniwnego porastania ktosow z cechami
morfologicznymi budowy anatomiczne;j (liczba
ktoskow w ktosie i zwartosc ktosa).

Jest to wazna informacja dla atestacji
materiatow pszenicy. Wskazuje to, iz w ocenie
odmian winna by¢ uwzgledniona budowa
anatomiczna ktosa czego nie wykonuje sie w
ocenie odpornosci odmian i materiatow
hodowlanych.



Opracowano propozycje dla programow hodowlanych dotyczacych pszenicy
a takze pszenzyta wynikajace z 3-letniej charakterystyki uzyskanych 30 linii.

Uzyskano 30 linii wykazujgcych potaczenia 7-11 ulepszonych cech w 15
réoznych kombinacjach, co daje mozliwos¢ wyboru linii o zréznicowane;j
kombinacji cech.

Uzyskano na bazie krzyzowan miedzygatunkowych / miedzyrodzajowych 30
linii, ktdre utrzymuja ulepszone wartosci 13 cech w 3 latach (2011, 2012 i
2013), z ktorych niektore tacza cechy morfologiczne ktosa z cechami
technologii ziarna.

Badania przeprowadzone metodami taksonomii numerycznej potwierdzity
obserwacje fenotypowe. Wskazuje to na przydatnosc tych metod w selekg;ji
materiatéw dla hodowli roslin.
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