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Cel tematu badawczego 1

Zwigkszenie czgstosci rekombinacji w obrgbie linii rekombinacyjnych metoda pojedynczych
ziarniakow na poziomie pokolen (F4-Fg).

Materialy i metody:

Material badawczy stanowito 5 populacji mapujacych RILS sktadajacych si¢ z okolo 250 linii
wsobnych kazda prowadzona w chowie wsobnym metodg pojedynczych ziarniakow. Czestotliwosé
rekombinacji badano w przypadku jednej z pigciu ww linii RIL (RILS: MS 112(15)-2-1 dop x Borwo).
Wyniki i dyskusja:

Uzyskane wyniki dla populacji mapujacej RILS: MS 112(15)-2-1 dop x Borwo pokazuja, ze
zréznicowanie genomu linii badanej populacji mapujacej uleglo zwigkszeniu o czym $wiadczy
wystepowanie "poszatkowania" oraz krotkich fragmentéw DNA pochodzacych od réznych form
rodzicielskich. Nalezy oczekiwaé, ze rowniez w przypadku pozostatych populacji mapujacych RIL
czestos¢ rekombinacji ulegla zwickszeniu a dalsze prowadzenie materiatow roslinnych metoda SSD
doprowadzi do poglebienia si¢ obserwowanych zmian.

Whnioski:

Metoda SSD umozliwia zwigkszanie czestosci rekombinacji w obrgbie linii wsobnych. Wskazanym
jest wyprowadzanie kolejnych pokolen linii populacji mapujacych metoda SSD celem kumulowania
aktow rekombinacji w obrgbie poszczegélnych genotypow.

Cel tematu badawczego 2:

Okreslenie wystepowania gendéw utrzymania sterylnosci pytku w obrebie linii RIL populacji
mapujacych poprzez fenotypowanie roslin BC;F4: MS 114(5)-2-1 cms Tt x [RIL4: MS 114(5)-2-1dop.
x Borwo] oraz wstgp do oceny wystepowania gendéw utrzymania sterylnosci pytku w obrebie linii
RIL5 na bazie populacji wstecznych BC;Fs: DB1 cmsTt x [RIL5: DB1XRB1] x oraz BC,Fs: MS HT
352 cms Tt x [RIL5: MS HT 352 dop. x Borwo].

Materialy i metody:

Materiat do badan stanowity rosliny BC;F;: MS 114(15)-2-1 cms x [RIL4: MS 114(15)-2-1dop.
X Borwo], u ktorych badano stopien zawigzywania ziarniakow. Linie populacji RIL5: DB1 x RB1
oraz RIL5: MS 112(15)-2-1 dop. x Borwo krzyzowano wstecznie z formami matecznymi tych
populacji na cms Tt. Krzyzowanie przeprowadzono pod izolatorami. Zebrano ziarniaki, ktore
nastepnie wysiano oraz zaizolowano linie RILS: MS HT 352 dop. x Borwo do krzyzowan wstecznych
w roku 2015.

Wyniki i dyskusja.

Stwierdzono zréznicowanie w zawigzywaniu ziaren u poszczeg6élnych form populacji BC,F,: MS
114(5)-2-1 cms Tt x [RIL4: MS 114(5)-2-1dop. x Borwo]. Identyfikowano zaréwno formy, ktore
praktycznie nie zawigzywaty ziarniakow jak i takie, ktore dawaly ich nawet 83 w klosie. Analiza
rozktadu cechy wykazala, ze ma ona rozklad nieznacznie odbiegajacy od normalnego. W wyniku
krzyzowania wstecznego RILS: DB1 x RB1 z forma mateczng uzyskano ziarniaki BC,Fs: DB1 cms Tt
x [RILS: DB1 x RBI1] reprezentujace 216 linii populacji RILS: DB1 x RBI1. Tylko w nielicznych
przypadkach stwierdzono brak zawigzywania lub wystepowanie niewielkiej liczby ziarniakéw
w izolowanym klosie. W przypadku krzyzéwki BC;Fs: MS HT 112(15)-2-1 cms Tt x [RIL5: MS HT
112(15)-2-1 dop. x Borwo], ziarniaki zawigzato 40 z 300 krzyzowanych z formg mateczng linii RILS5.
Ziarniaki obu populacji BC;Fs wysiano w polu celem oceny zawigzywania ziarniakow w roku 2015.
Whioski:

Na podstawie danych dotyczacych zawigzywania ziaren w BC;F,: MS 114(5)-2-1 cms Tt x [RIL4: MS
114(5)-2-1dop. x Borwo], stwierdzono w obrebie populacji RIL4: MS 114(5)-2-1dop. x Borwo
wystepowanie gendéw utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt. Warunki pogodowe




uniemozliwity uzyskanie odpowiedniej reprezentacji ziarniakow BC;Fs: MS 112(15)-2-1 cms Tt
X [MS 112(15)-2-1dop. x Borwo] i koniecznym jest wykonanie wigkszej ilosci krzyzowan.
W przypadku pozostatych krzyzowan wstecznych realizowanych dla BC;Fs: DBl cms Tt
x [DB1xRBI1], zawigzywanie ziarniakow przebieglo pomyslnie.

Cel tematu badawczego 3:

Genotypowanie linii rekombinacyjnych (konkretnie RIL4: MS 114(5)-2-1 x Borwo oraz RIL5: MS
112(15)-2-1 dop x Borwo) populacji mapujacych za pomocg markerow DArTseq.

Materialy i metody:

Materiatlem badawczym byly preparaty DNA okoto 200 linii RIL dwoch populacji mapujacych RIL4:
MS 114(5)-2-1 x Borwo oraz RIL5: MS 112(15)-2-1 dop x Borwo prowadzonych na normalnej
cytoplazmie. Analiza molekularna zostata wykonana w firmie Diversity Arrays Technology P/L
w Australii.

Wyniki i dyskusja:

W wyniku genotypowania populacji RIL4: MS 114(5)-2-1 x Borwo oraz RIL5: MS 112(15)-2-1 dop
X Borwo uzyskano odpowiednio 52000 i 56000 markeréw (DArTseq i silico DArT) w postaci
macierzy z segregacjami. Przy czym markeréw DArTseq otrzymano okoto 10000 i 12 000 dla
populacji RIL4 i RIL5. Metoda DArTseq umozliwita uzyskanie duzej liczby markerow, ktoéra
wielokrotnie przekraczala mozliwosci stosowanych wczesniej markerow DArT czy SSR.
W poréwnaniu do markerow GBS markery DArTseq charakteryzowaly si¢ zdecydowanie nizszym
stopniem brakujacych danych.

Whioski:

Profilowanie populacji RIL4: MS 114(5)-2-1 x Borwo umozliwito uzyskanie ok 10000 markerow
DArTseq o pozadanej segregacji i dopuszczalnej liczbie brakujacych danych uzytecznych do
mapowania genetycznego. Profilowanie populacji RIL5: MS 112(15)-2-1 dop x Borwo umozliwito
uzyskanie 12000 markeréw DArTseq uzytecznych do mapowania genetycznego.

Cel zadania:

Identyfikowanie QTLi warunkujacych utrzymanie sterylno$ci pytku z wykorzystaniem mapowania
kompozytowego w oparciu 0 mapowanie genetyczne i badang cechg oraz mapowanie asocjacyjne.
Materialy i metody:

Mapy genetyczne opracowano z wykorzystaniem markeréw DArTseq dla populacji RIL5: MS
112(15)-2-1dop. x Borwo oraz DArTseq i GBS dla populacji RIL4: MS 114(5)-2-1dop. x Borwo
z wykorzystaniem programu MultiPointUltraDense (demo). Dla kazdej z grup niezrownowazenie
sprzezen obliczono w programie GGT2. Mapowanie kompozytowe oraz asocjacyjne wykonano dla
populacji RIL4: MS 114(15)-2-1dop. x Borwo. Mapowanie kompozytowe zrealizowano w programie
WIinQTL Cartographer. Mapowanie asocjacyjne przeprowadzono w programie TASSEL.

Wyniki i dyskusja:

Mape genetyczng populacji RIL4: MS 114(5)-2-1 dop. x Borwo opracowang w 2013r w oparciu
0 markery GBS zageszczono 1402 DArTseq, 10 markeréw Xgwm, 11 Xrems, 6 Xscm. Opracowano
31 grup sprzezen opartych o 714 markeréw szkieletowych oraz 1007 markerow redundantnych. Na
podstawie mapowania porownawczego w oparciu o znang lokalizacj¢ markerow DArTseq u pszenicy
6 grup sprzezen (LGS, LG6, LG8, LG14, LG17, LG29) populacji mapujacej przypisano do genomu A
oraz 8 (LG2, LG3, LG4, LGY, LG10, LG16, LG 21, LG26) do B. Brak danych o lokalizowaniu si¢
markerow DArTseq na mapach genetycznych zyta uniemozliwit okreslenie, ktore grupy odpowiadajg
ktorym chromosomom genomu zytniego. Mapg genetyczna populacji RIL5: MS 112(15)-2-1 dop.
X Borwo opracowano w oparciu 0 11 340 markeréw DArTseq. Opracowano 37 grup sprze¢zen z 1895
markerami szkieletowymi oraz 2266 markerami redundantnymi. Na podstawie mapowania
poréwnawczego, w oparciu o znang lokalizacje markerow DArTseq u pszenicy, 14 grup sprzezen
populacji mapujacej przypisano do genomu A (1A: LG21; 2A: LG6, LG12; 3A: LGY, LG11; 4A:
LG10, LG27; 5A: LG28, LG37; 6A: LG34, LG13; 7TA: LG2, LG7, LG31) 17 do B (1B: LG3, LG25,
LG29, LG30; 2B: LG5; 3B: LG16, LG19, LG24, LG32; 5B: LG1, LG4, LG15; 6B: LG18, LG23;
7B: LG14, LG20, LG33). Brak danych o lokalizowaniu si¢ markeréow DArTseq na mapach
genetycznych zyta uniemozliwit okreslenie, ktore grupy odpowiadajg ktérym chromosomom zyta.
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Analiza niezrownowazenia sprzezen ujawnila, ze najwigkszy dystans pomigdzy markerami na mapie
genetycznej powinien wynosi¢ 4 ¢cM dla populacji RILS: MS 112(15)-2-1 dop. x Borwo oraz 4.9 cM
dla populacji RIL4: MS 114(5)-2-1 dop. x Borwo. Interwalowe mapowanie kompozytowe dla
populacji RIL4: MS 114(5)-2-1 x Borwo pozwolito na identyfikacj¢ QTLa determinujacego ceche
meskiej sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt. Stwierdzono, ze cecha byla warunkowana genem
lokalizujagcym si¢ w grupie sprzezen LG4, ktérg najprawdopodobniej mozna przypisaé do
chromosomu 5B. Mapowanie asocjacyjne z wykorzystaniem ogélnego modelu liniowego (GLM)
umozliwiato identyfikacje dwudziestu trzech markerow asocjowanych z cecha meskiej sterylnosci
pylku u pszenzyta. Dziewie¢ z nich lokalizowato si¢ w grupie sprzezen LG4 (5B), kolejne trzy
w grupie LG12 (brak lokalizacji), jeden w grupie LG23 (7D), a dziesi¢¢ nie znalazlo si¢ na mapie
konsensusowej. Analiza MLM potwierdzita asocjacje markerow lokalizujacych si¢ w grupie sprzezen
LG6 (prawdopodobna lokalizacja chromosomowa 5B) oraz LG4 i LG1 (3A) z cecha meskiej
sterylnosci pytku u pszenzyta. Niektore markery identyfikowane metoda GLM i MLM w grupie LG4
pokrywaty si¢ z markerami lokalizujagcymi si¢ w maksimum QTLa identyfikowanego za pomoca
mapowania kompozytowego.

Whnioski:

Opracowano dwie mapy genetyczne RIL4: MS 114(5)-2-1 x Borwo i RIL5: MS 112(15)-2-1 dop.

X Borwo. Mimo wysycenia mapy genetycznej markerami SNP obserwowano duze luki - obszary
pozbawione markeréw. Takie luki sa wynikiem rzadkich aktéw rekombinacji w niektérych obszarach
genomu. Mozna dazy¢ do ich zageszczenia poprzez zwigkszenie liczebnosci profilowanych populacji,
dalsze prowadzenie linii RIL metoda SSD oraz zastosowanie markerow zdolnych do identyfikowania
polimorfizmu pojedynczych nukleotydow. Mapowanie poréwnawcze wykonane dla RIL4: MS 114(5)-
2-1 x Borwo umozliwito przypisanie czesci grup sprzezen do chromosomow pszenicy. Brak
analogicznych danych dla zyta nie daje mozliwos$ci wykonania podobnych badan na obecnym etapie
rozwoju metody DArTseq. Mapowanie kompozytowe wykazalo, ze w obrebie populacji RIL4: MS
114(5)-2-1 x Borwo za utrzymanie sterylnosci pytku odpowiada co najmniej jeden gen lokalizujacy
si¢ na chromosomie 5B oraz prawdopodobnie minimum dwa dodatkowe geny o stabszych efektach.
Mapowanie asocjacyjne jest rozsadnym uzupetnieniem mapowania kompozytowego i sugeruje, ze

W utrzymaniu sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt moga uczestniczy¢ geny lokalizujace si¢ na
chromosomach 3A, oraz na jednym z chromosoméw 7 grupy homologicznej. Zar6wno mapowanie
kompozytowe jak i mapowanie asocjacyjne, przynajmniej w przypadku populacji RIL4: MS
114(5)-2-1 x Borwo, sugeruja, ze utrzymanie sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt jest
warunkowane interakcjg wielu genéw o relatywnie stabych efektach. Taka cecha moze si¢ okazac
trudna do selekcji. Uzyskane wyniki stanowig potwierdzenie wczesniejszych danych o ztozonosci
badanej cechy, warunkowanej interakcja wielu gendéw lokalizujgcych si¢ na roznych chromosomach
(genom A i B) gatunku i pokazujg odrebnos¢ systemu cmsTt w porownanu z cms P u zyta.



