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Tytut zadania: Poszukiwanie markerow molekularnych genow utrzymania sterylnosci
pylku u pszenzyta z cms Tt.

Kierownik zadania: dr hab. Piotr T. Bednarek prof. nadz. IHAR PIB

Cel zadania: Celem zadania jest opracowanie markerow DNA silnie sprz¢zonych/asocjowanych
z mozliwie jak najszerszym spektrum genow utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt
wystepujacych w obrebie badanych populacji RIL oraz okreslenie wkiadu tych genéw do zmiennos$ci

fenotypowej.

Zadanie bylo realizowane w ramach 3 tematow badawczych:

Temat badawczy 1: Zwickszenie czgstosci rekombinacji w obrebie linii rekombinacyjnych metoda
pojedynczych ziarniakow (SSD) na poziomie pokolen (F5-F8).

Cel tematu badawczego 1: Zwigkszenie czgstosci rekombinacji w obrgbie linii wsobnych
poszczegoblnych populacji RIL poprzez uzyskanie ziarniakow F8 linii rekombinacyjnych dla populacji
mapujacych pszenzyta z genami utrzymania jatowosci pytku w systemie cytoplazmatyczno jadrowej
meskiej sterylnosci (cms) typu Tt.

Materialy i metody: Materiat badawczy stanowilo 5 populacji mapujacych RIL7 prowadzonych
w chowie wsobnym metodg SSD. Czgsto$¢ rekombinacji zobrazowano za pomocg programu GGT2
dla jednej z wybranych linii RIL (RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo).

Wyniki i dyskusja: Wyprowadzono kolejne pokolenie (RIL7) 5 populacji mapujgcych, uzyskujac
w przypadku populacji DB1 x RB1 oraz DB2 x RB2 150 linii wsobnych, a w przypadku populacji MS
114(5)-2-1 dop. x Borwo, MS 112(15)-2-1 dop. x Borwo oraz MS HT 352 dop. x Borwo po 250 linii.
Kazda linia reprezentowana byta przez 10 roslin. Uzyskane wyniki pokazujg, ze poszczegoélne linie
RIL populacji mapujacej RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo charakteryzuja si¢ przetasowaniem
genomdw, co uwidacznia si¢ w postaci wystepowania w obrebie tych linii fragmentow DNA
o zroznicowane]j dtugosci pochodzacych od obu form rodzicielskich Nalezy oczekiwaé, ze rowniez
w przypadku pozostalych populacji mapujacych RIL czesto§¢ rekombinacji uleglta zwigkszeniu,
a dalsze prowadzenie materialow roslinnych metoda SSD doprowadzi do poglebienia si¢
obserwowanych zmian.

Whioski: Metoda SSD umozliwia zwigkszanie czgstosci rekombinacji w obrebie linii wsobnych
(prowadzac do wzrostu homozygotycznosci linii), a wyprowadzenie kolejnych pokolen przyczyni si¢
do zwigkszenia rozdzielczo$ci map genetycznych poprzez kumulacj¢ aktéw rekombinacji w obrebie
poszczegblnych genotypow.

Temat badawczy 2: Markerowanie genetyczne (DArTseq) linii rekombinacyjnych.

Cele tematu badawczego 2: Genotypowanie linii RIL6: MS HT 352 x Borwo populacji mapujacej za
pomoca markerow DArTseq.

Materialy i metody: Materialem badawczym byly preparaty DNA 192 linii RIL populacji mapujace;j
RIL6: MS HT 352 x Borwo prowadzonej na normalnej cytoplazmie wraz z kontrolami
I formami rodzicielskimi. Genotypowanie DArTseq dla linii rekombinacyjnych pszenzyta zostala
przeprowadzona w firmie Diversity Arrays Technology P/L w Australii.

Wyniki i dyskusja: W wyniku genotypowania populacji RIL6: MS HT 352 x Borwo uzyskano 29672
markerow DArTseq w postaci macierzy z segregacjami. Po usuni¢ciu markeréw monomorficznych




oraz  wykazujacych  ponad  70%  braki uzyskano 12922  markeréw  uzytecznych
w kolejnych etapach projektu. Zaleta metody DArTseq jest znana lokalizacja chromosomowa czgsci
z tych markeréw (gtéwnie na bazie map genetycznych pszenicy), co moze by¢ uzyte do przypisania
poszczegolnych grup sprzezen do odpowiednich chromosomoéw gatunku (na podstawie kolinearno$ci
genomow).

Whioski: Profilowanie populacji RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo pozwolito na uzyskanie 12922
markerow DArTseq o pozadanej segregacji i dopuszczalnej liczbie brakujgcych danych uzytecznych
do mapowania genetycznego.

Temat badawczy 3: ldentyfikacja markerow genow utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt
(mapowanie genetyczne/mapowanie asocjacyjne).

Cel tematu badawczego 3: Poszukiwanie markeréw zwigzanych z cms Tt z wykorzystaniem populacji
BC1F6: MS HT 352 cms Tt x [MS HT 352 dop. x Borwo]. Cel zostat osiagnigety.

Materialy i metody:.
1. Do opracowania map genetycznych (MultiPoint UltraDense) wykorzystano markery DArTseq
uzyskane dla populacji RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo.

2. Do oceny zawigzywania ziarniakow: materiat do badan stanowity ro§liny BC1F6: MS HT 352 cms
Tt x [RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo], u ktorych badano stopien zawigzywania ziarniakow.
Ocenie poddano 250 genotypow uzyskanych w wyniku krzyzowan wstecznych (uzyskano ziarniaki
dla 154 form, ktore zostaly uzyte do dalszych analiz). Zgodnos¢ rozktadu cechy z rozktadem
normalnym weryfikowano w programie XIStat (test Kolmogorov’a-Smirnova).

3. Mapowanie kompozytowe i asocjacyjne QTL gendéw utrzymania sterylnosci pytku w systemie
z cms Tt u pszenzyta dla populacji RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo w oparciu 0 markery DArTseq
oraz dane fenotypowe. Mapowanie kompozytowe wykonano w programie WinQTL Cartographer.
Mapowanie asocjacyjne przeprowadzono w programie TASSEL.

Wyniki i dyskusja:

e Mapowanie genetyczne, wykonane dla populacji RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo umozliwito
identyfikacj¢ 46 grup sprzezen (kazdej grupie odpowiada jej komplementarna grupa, ale w odwrotnej
fazie segregacji markeréw). Na mapie znalazlo si¢ lgcznie 6446 markerow (563 markerow
szkieletowych). Lacznie, wszystkie grupy sprzgzen pokrywaty 1023 cM ($rednio 1 marker na 1,55
cM). Na podstawie markerow DArTseq o znanej lokalizacji chromosomowej u pszenicy 5 grup
sprzgzen przypisano do genomu A oraz 6 do genomu B. Brak danych o lokalizowaniu si¢ markerow
DArTseq na mapach genetycznych zyta uniemozliwit okreslenie, ktére grupy sprzezen odpowiadaja
ktérym chromosomom genomu zytniego. Mape genetyczng opracowang dla RIL6: MS HT 352 dop. X
Borwo charakteryzuje relatywnie wysokie zageszczenie markerami molekularnymi. Niemniej,
opracowane mapy genetyczne zawieraja obszary, ktorych zageszczenie markerami nie powiodto si¢
w dostatecznym stopniu. Biorgc pod uwage, ze sposob prowadzenia materiatow roslinnych sprzyja
zwigkszeniu czgstosci rekombinacji, mozna si¢ spodziewac, ze na kolejnym poziomie wsobnosci
wiekszo$¢ z luk zostanie zageszczona.

e W wyniku krzyzowania linii matecznej MS HT 352 cms Tt z liniami populacji RIL6: MS HT 352
dop. x Borwo uzyskano 250 form, ktére poddano ocenie fenotypowej (zawigzywanie ziarniakow).
Uzyskane genotypy byly zréznicowane pod wzglegdem zawigzywania ziarniakow. Cz¢$¢ materiatow
ulegta porazeniu fuzarioza, co doprowadzilo do niskiego zawigzywania ziarna (od 0 do kilku
ziarniakow). Poniewaz wyniki uzyskane na bazie porazonych fuzarioza ktosow mogty znieksztatcac
dalsze analizy zostaly one pomini¢te z dalszych analiz. W rezultacie, do analizy wykorzystano dane
fenotypowe odnoszace si¢ do 154 form. Analiza zgodnosci rozkladu badanej cechy fenotypowanej
(zawigzywanie ziaren/liczba ziarniakéw w ktosie) dla formy BC1F6: MS HT 352 cms Tt x [RIL6: MS




HT 352 dop. x Borwo] z rozktadem normalnym wykazata, ze badana cecha nie ma rozkltadu
normalnego

e Mapowanie kompozytowe umozliwito identyfikacj¢ czterech QTL determinujgcych ceche meskiej
sterylnos$ci pytku u pszenzyta z cms Tt w obrebie badanej populacji mapujacej. Test permutacji (1000
permutacji) wykazat istotno$¢ tych QTL, przy czym punktem odcigcia wszystkich QTL byla wartosé¢
1,7 LOD. QTLe identyfikowano w obr¢bie grup sprzezen LG5 (7A), LG6 (1B), LG13 (??) 1 LG21
(??)

e W wyniku mapowania asocjacyjnego identyfikowano 20 markerow asocjowanych z cecha
utrzymania sterylno$ci pytku dla populacji RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo wykazujgcych wartosé¢
asocjacji w przedziale od 0,09 do 0,13. Markery te byty przypisane do chromosomu 1B i 2B oraz do
grupy LG 21. Identyfikowane markery nie przekroczyly punktu odcigcia testu Bonferroni’ego i testu
permutacji przy poziomie istotnosci p<0,05.

o Wickszos¢ markeréw identyfikowanych w wyniku mapowania kompozytowego identyfikowano
rowniez w wyniku mapowania asocjacyjnego. W przypadku chromosomu 1B i LG21 markery
asocjowane wystapity albo bezposrednio w obszarze QTL lub w jego sasiedztwie. Nie stwierdzono
obecno$ci markerow asocjowanych w obszarze pozostatych QTLi (chromosom 7A i LG 13).

Whioski:
e Analiza statystyczna rozktadu cechy dla form BC1F6: MS HT 352 cms Tt x [RIL6: MS HT 352
dop. x Borwo] wykazata, ze badana cecha nie ma rozktadu normalnego.

e Opracowano mape genetyczng dla populacji RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo o $rednim pokryciu
genomu wynoszacym jeden marker na 1,55 ¢cM. Cze$¢ grup sprzezen przypisano do chromosomow
pszenicznych genomu pszenzyta (pozostate do chromosoméw zytnich w chwili opracowania
odpowiednich map genetycznych).

¢ Interwalowe mapowanie kompozytowe (CIM) wykazato, ze w obrgbie populacji RIL6: MS HT 352
dop. x Borwo za utrzymanie sterylnosci pytku moze odpowiadac¢ co najmniej cztery QTL. Dwa z nich
lokalizujg si¢ na chromosomach 7A 1 1B pozostale w obrebie grup sprzezen LG13 1 LG21.
W przypadku QTL na 1B i LG21 markery asocjowane wystepuja w obszarze QTL lub w jego
bezposrednim sgsiedztwie. Sg to QTL odpowiedzialne za najwyzszy procent wytlumaczonej wariancji
badanej cechy.

e Mapowanie asocjacyjne umozliwilo wytypowanie markerow, ktéore sg asocjowane z cecha
utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt. Asocjowane markery zostaly przypisane do
chromosomu 1B (mozliwe réwniez 2B) oraz do LG21 populacji RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo.

e Nie stwierdzono markerdw asocjowanych w obrebie pozostatych 2 QTL (7A i LGI13). Takie
rozbiezno$ci moga wynika¢ z faktu, ze badana cecha jest relatywnie ‘staba’ (markery nie przeszty
testu Bonferroni’ego) i tylko najsiniejsze asocjacje znalazty ozwierciedlenie w obszarach
najistotniejszych QTL.

e Fakt, ze markery asocjowane nie przeszly testu Bonferroni’ego oraz ich lokalizowanie si¢
w obrgbie 2 z 4 QTL cechy sugeruje, ze to wlasnie QTL 1B i LG21 mogg by¢ najistotniejsze
w przypadku badanej populacji mapujace;.

e Bez watpienia, przynajmniej w przypadku badanej populacji, utrzymanie sterylnosci pytku
u pszenzyta z cms Tt jest cechg wielogenowa o ztozonych interakcjach pomi¢dzy nimi.



