Lp. w zal. do Rozporzadzenia MRiRW: 21.

Tytut zadania: Poszukiwanie markerow molekularnych genow przywracania plodnosci
pytku u Zyta (Secale cereale L.) 7 CMS-Pampa.

Kierownik zadania: dr hab. P. Bednarek, prof. IHAR-PIB
Zadanie zostalo zrealizowane w pigciu tematach badawczych.
Temat badawczy 1: Wyprowadzenie kolejnych pokolen linii rekombinacyjnych (F8-F9).

Cel tematu badawczego 1: Zwickszenie czestosci rekombinacji w obrebie linii wsobnych
poszczegoblnych populacji RIL poprzez uzyskanie ziarniakow F8-F9 linii rekombinacyjnych
dla populacji mapujacych zyta z genami przywracania plodnosci pytku w systemie
cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylnosci typu pampa.

Materialy i metody: Material do wyprowadzenia kolejnych pokolen RIL stanowity
3 populacje mapujace: RIL8 (S 60/08): S305N/00 x SO 2R/05; DANKO Sp. z 0.0.-116 linii;
RIL8 (S 64/04/01): S305N/00 x SO37R/05; DANKO Sp. z 0.0.-186 linii; RIL7 (RIL-A): NS
08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2; PHR Sp. z 0.0.; 110 linii. Populacje mapujace na
normalnej cytoplazmie prowadzono w DANKO Hodowla Ros$lin oraz w Poznanskiej Hodowli
Roslin. Linie RIL prowadzono w chowie wsobnym metodg pojedynczych ziarniakéw (SSD).

Wyniki: W wyniku realizowanych prac wyprowadzono kolejne pokolenia linii
rekombinacyjnych uzyskujac ziarniaki reprezentujace 116 linii populacji RIL9 (S60/08); 186
linii populacji RIL9 (S64/04/01); 110 linii populacji RIL8 (RIL-A). Realizacja kolejnego
cyklu generatywnego populacji RIL umozliwita kumulacje dodatkowych aktow rekombinacji,
co uwidacznia si¢ poprzez wystepowanie czgstego ,,poszatkowania” genomow linii
rekombinacyjnych. Prowadzenie populacji RIL metodg SSD doprowadzitlo do wyrdéwnania
genetycznego poszczegdlnych linii rekombinacyjnych o czym §wiadczy brak wystepowania
obszar6éw genomu reprezentowanych przez markery heterozygotyczne.

Whnioski (Podsumowanie): Uzyskano kolejne pokolenia ziarniakow F8 i F9
odpowiadajacych 116, 186 i 110 liniom RIL9 (S60/08): S305N/00 x SO 2R/05, RIL9
(S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05 oraz RIL8 (RIL-A): NS08135N/2 x 83/81 (78A-674
TUR.)/2. Uzyskanie kolejnych pokolen generatywnych wymienionych wyzej populacji
mapujacych, ze wzgledu na wystgpowanie zjawiska rekombinacji, doprowadzito do
zwigkszenia czgstosci rekombinacji oraz przyczynilo si¢ do wyréwnania genetycznego
w obrebie kazdej z linii danej populacji RIL.

Temat badawczy 2: Ocena wystepowania genow przywracania plodnosci pytku u 3yta
z cms pampa na podstawie fenotypu roslin uzgyskanych w wyniku krzyzowan wstecznych
z formq mateczng.

Cel tematu badawczego 2: Ocena obecnosci jadrowych genoéw przywracania plodnosci
pytku linii RIL populacji mapujacych zyta.

Materialy i metody: Uzyskane i wysiane w 2015r formy BC1F7: S305P/00 x [RIL7
(S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05] (186 form) oraz BC1F6: NS135P x [RIL6 (RIL-A): NS
08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2] (110 form) zostaly poddane ocenie bonitacyjnej pod
wzgledem zdolnosci do przywracania ptodnosci pytku opracowanej przez profesora H. H.
Geigera. Dla obu form (BC1F7 oraz BC1F6) przeprowadzono analiz¢ zgodnosci rozktadu
badanej cechy fenotypowanej z rozktadem normalnym w programie XLSTAT.

Wyniki: Uzyskano dane dotyczace przywracania ptodnosci pytku dla populacji BC1F7:
S305P/00 x [RIL7(S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05], w ktdrej stwierdzono wystepowanie
zarowno ptodnych jak i sterylnych form w obrgbie generatywnego potomstwa, gdzie 55,94%
stanowity formy sterylne (ocena fen. 1-3); 2,10% formy posrednie (4-6) oraz 41,96% formy
ptodne (7-9). Natomiast w przypadku generatywnego potomstwa BC1F6: NS135P x [RIL6
(RIL-A): NS 08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2] obserwowano wytacznie formy ptodne
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dla ktorych ocena fenotypowa miescita si¢ w zakresie 7-9. Analiza statystyczna dla obu
fenotypowanych populacji wykazata, ze badana cecha nie ma rozktadu normalnego.

Dyskusja i wnioski: Uzyskano dane fenotypowe dotyczace pylenia roslin wybranych linii
RIL7 (S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05 na bazie bonitacji wizualnej potomstwa
generatywnego form BCL1F7: S305P/00 x [RIL7(S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05] oraz
linii RIL-A: NS08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2 na podstawie form BC1F6: NS135P x
[RIL6 (RIL-A): NS08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2]. Na podstawie uzyskanych danych
dotyczacych przywracania ptodnosci pytku obu form (BC1F6 oraz BC1F7) nalezy stwierdzic,
ze odpowiadajagce im populacje RIL6 (RIL-A): NS08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2
1 RIL7: (S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05 zawierajg geny przywracania ptodnosci pytku.
Analiza statystyczna rozktadu cechy dla obu form (BC1F7 oraz BC1F6): wykazala, ze badana
cecha nie ma rozktadu normalnego. Wystepowaniu form o skrajnych fenotypach w przypadku
form BC1F7: S305P/00 x [RIL7(S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05] sprawia, ze populacja
RIL7: RIL7(S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05 moze by¢ wykorzystana do mapowania
kontrastowego. Natomiast zroznicowanie form BCI1F6: NS135P x [RIL6 (RIL-A):
NS08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2], wylacznie w obrebie form ptodnych moze
sprawia¢ problem przy mapowaniu genow przywracania plodnosci w latach kolejnych.
W przypadku wystgpienia ww. problemow populacja ta, po przeprowadzeniu mapowania
genetycznego, moze by¢ wykorzystana do weryfikacji uzyteczno$ci markeréw cechy oraz do
konstruowania mapy konsensusowej zZyta z cms pampa.

Temat badawczy 3: Genotypowanie linii populacji mapujgcej.

Cel tematu badawczego 3: Uzyskanie markerow DNA umozliwiajgcych opracowanie map
genetycznych populacji mapujacych.

Materialy i metody: Material do analiz molekularnych stanowilo DNA wyizolowane z lisci
reprezentujacych kazda z linii populacji RIL7(S 64/04/01): S305N/00 x SO37R/05. Analiza
DAIrTseq zostata przeprowadzona w firmie Diversity Arrays Technology Pty Ltd, Canberra,
Australia. Genotypowaniu zostalo poddanych 192 preparatow DNA celem uzyskania profili
markerowych poszczegolnych linii ww. populacji RIL.

Wyniki: W wyniku profilowania DNA populacji RIL7: (S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05
uzyskano 35 991 markeréw DArTseq (marker SNP) oraz 128016 silicoDArT (marker
dominujacy). Liczba markerow DArTseq i silicoDArT (ponad 160 000) jest wystarczajaca by
uzyska¢ zageszczong map¢ genetyczng uzyteczng do lokalizowania obszardw genomu
odpowiedzialnych za kodowanie gendéw przywracania plodnosci pytku u Zyta z cms pampa.

Whnioski: Metoda DArTseq umozliwita identyfikacje duzej liczby markeréw SNP
I silicoDArT w obrgbie analizowanej populacji RIL7: (S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05.

Temat badawczy 4: Identyfikacja markeréw cechy (mapowanie genetyczne/mapowanie
asocjacyjne dla przeanalizowanej populacji mapujqcej).

Cel tematu badawczego 4: Opracowanie zageszczonej mapy genetycznej oraz mapowanie
genow przywracania ptodnosci pytku.

Material i Metody:

Do mapowania genetycznego zostata wykorzystana populacja: RIL7 (S64/04/01): S305N/00
x SO37R/05. Mapowanie genetyczne wykonano w programie Multi Point Ultra Dense
z wykorzystaniem markeréw DArTseq oraz silicoDArT. Kolinearno$¢ genomow pszenicy
1 zyta okreslano na podstawie znanej lokalizacji markeréw DArTseq oraz silicoDArT na
siedmiu mapach genetycznych pszenicy (udostepnione przez dr A. Kiliana).

Mapowanie cech ilosciowych (przywracanie ptodnosci pytku) zostalo wykonane
z wykorzystaniem wynikow analizy fenotypowej form BC1F7: S305P/00 x
[RIL7(S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05] (temat badawczy 2) w programie Windows QTL
Cartographer.




Mapowanie asocjacyjne zrealizowano w programie TASSEL z wykorzystaniem wszystkich
dostgpnych markerow DArTseq i silicoDArT oraz danych fenotypowych form BC1F7:
S305P/00 x [RIL7(S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05]. Markery asocjowane z cecha
identyfikowano stosujac ogélny model liniowy (General Linear Model — GLM).

Analize bioinformatyczng sekwencji nukleotydowych markerow silicoDArT i DArTseq
wykonano w programie CLC Main Workbench.

Wyniki i dyskusja:

Mapowanie genetyczne umozliwito identyfikacje 16 grup sprzezen (LG), przy czym kazdej
grupie odpowiada jej komplementarna grupa, ale w przeciwnej fazie segregacji markerow.
Poszczegolne pary grup sprzezen nieznacznie roznity si¢ miedzy sobg diugoscig i liczba
markerdw. Na mapie genetycznej umieszczono 2733 markerow szkieletowych i 14509
redundantnych. Gléwnie byly to markery typu silicoDArT. Opracowana mapa genetyczna
pokrywa 1430cM (bez uwzglednienia komplementarno$ci grup LG). Najwigksza grupa
rozciagata sie na obszarze 256.74 ¢cM a najmniejsza na 65.23 ¢cM. Srednio na 1cM przypada
jeden marker. Najwigksza luk¢ migdzy markerami wynosita 12.5 cM. Mapowanie genetyczne
linii wsobnych RIL7 (S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05 z wykorzystaniem markerow
DArTseq 1 silicoDArT umozliwito opracowanie zageszczonej mapy genetycznej o wysokiej
rozdzielczosci bez wigkszych obszarow pozbawionych markeréw DNA.

Mapowanie cech ilo$ciowych (mapowanie kompozytowe) pozwolilo na identyfikuje
3 stabilnych QTL wystepujacych w obrebie LG3 (2 QTL) i LG15 (1 QTL), ktore
przechodzily warto$¢ krytyczng testu permutacji (LG3 - 1.7; LG15 - 1.8 LOD). W przypadku
grupy sprzezen LG3 identyfikowano dwa QTL cechy. Pierwszy w pozycji 94.2 cM mapy
genetycznej a drugi w pozycji 117cM. Natomiast w grupie sprzgzen LG15 identyfikowano
1 QTL lokalizujacy si¢ si¢ w pozycji 11 7.2cM.

Na podstawie analizy kolinearnosci genoméw (Syntenii) pszenicy i zyta oraz informacji
o lokalizowaniu si¢ markerow silicoDArT oraz DArTseq na siedmiu mapach genetycznych
pszenicy grupe LG3 przypisano do chromosomu 4R, a LG15 najprawdopodobniej do 5R.
Uzyskane wyniki potwierdzajg wczesniejsze rezultaty, ze w obrgbie populacji RIL7
(S64/04/01): S305N/00 x SO37R/05 wystepuje silny QTL przywracania ptodnosci
odpowiedzialny za okoto 66% wariancji cechy oraz dwa mniej istotne loci na 4R 1 SR.

Na uwage zashuguje obszar LG3-2, ktory to jest bogaty w geny odpowiedzialne miedzy
innymi za energetyke komorki, helikazy uczestniczace w dojrzewaniu pre MRNA czy geny
odpowiedzialne za degradacj¢ bialek (poprzez wprowadzanie/usuwanie ubiquityny). Obszar
QTL LGS-2 jest otoczony sekwencjami kodujacymi biatka z rodziny PPR. Uwaza si¢, ze
geny przywracania ptodnosci pytku w zdecydowanej wigkszosci naleza do tej wtasnie grupy.
Rozmieszczenie gendw kodujacych biatka PPR jest charakterystyczne dla obszarow
wystepowania gendw przywracania ptodnosci pytku u innych gatunkéow roslin. W przypadku
LG15 réwniez wystepuja geny odpowiedzialne za energetyke komorki oraz processing RNA
czy degradacje biatek. Uzyskane dane sugeruja, ze przywracanie ptodnosci pytku u zyta z cms
pampa moze by¢ wynikiem wspotdziatania genow odpowiedzialnych za energetyke komorki,
dojrzewanie mRNA oraz degradacj¢ lub utrzymanie integralnosci biatek. Ostatnie dwie grupy
genow nie sg powszechnie uwazane za kandydatow genow przywracania ptodnosci jednak
wydaja si¢ wpisywa¢ w pewien schemat sugerujacy réwnowage pomigdzy mRNA 1 biatkami
potrzebnymi dla prawidlowego funkcjonowania komorki oraz zapotrzebowaniem
energetycznym. Zaburzenie pomig¢dzy tymi procesami (np. poprzez obecnos¢ cytoplazmy
sterylizujacej) moze by¢ kompensowane poprzez interakcje wymienionych grup biatek.

Mapowanie asocjacyjne umozliwito identyfikacje 90 markeréw DArTseq i 813 silicoDAIT,
ktore przeszty test Bonferroni'ego. Markery te wykazywaly warto$¢ asocjacji (RZ) wahajaca
sic od 0,14 do 0,63 przy p=0.01. Pordéwnanie wynikdw mapowania genetycznego
i asocjacyjnego pokazato, ze markery asocjowane (wystepujgce na SzKieletowej mapie
genetycznej) lokalizowaly si¢ na chromosomie 4R w obszarze QTL LG3-2.
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Whioski (podsumowanie):

Opracowano wysokorozdzielcza mape genetyczng zyta dla populacji mapujacej: RIL7
(S 64/04/01): S305N/00 x SO37R/05.

Zidentyfikowano trzy QTL genéw przywracania ptodnosci pytku u zyta z cms pampa, przy
czym zastosowanie populacji RIL umozliwilo znaczne zawezenie obszarow QTL. Na
podstawie kolinearnosci genomow zbdz przypisano grupy sprzezen w obrebie ktdrych
identyfikowano QTL cechy do chromosomow zyta. Stwierdzono, ze badana populacja
mapujaca posiada silny QTL przywracania ptodnosci lokalizujacy si¢ na chromosomie 4R
oraz ze w obszarach QTL wystepuja liczne markery DNA.

Mapowanie asocjacyjne potwierdzito wyniki mapowania kompozytowego przy czym
wszystkie markery asocjowane bedace markerami szkieletowymi, redundantnymi czy
dodanymi znajdujg si¢ na chromosomie 4R w obszarze QTL L3-2. Wykres warto$ci
wspOtczynnikow asocjacji marker-cecha dla marker6w w obrebie QTL LG3-2 ma
charakterystyczny ksztalt w znacznej mierze pokrywajacy si¢ z krzywa LOD tego QTL.
Analiza bioinformatyczna sekwencji markerowych obszaréw QTL sugeruje, ze przywracanie
ptodnosci pytku u zZyta moze by¢ warunkowane wzajemng interakcja genow
odpowiedzialnych za energetyke komorki, dojrzewanie mRNA oraz degradacje biatek.
Réwnowaga pomigdzy tymi procesami moze by¢ kluczowa do wyksztalcenia sie
funkcjonalnego pytku a defekty genomu mitochondrialnego moga by¢ kompensowane
poprzez grupy jadrowych gendéw uczestniczacych w wymienionych procesach komoérkowych.

Temat badawczy 5: Uzyskanie genotypow o poigdanych kombinacjach genow
przywracania plodnosci pytku 7 wykorzystaniem dostgpnych materiatow roslinnych
w oparciu 0 markery molekularne.

Cel tematu badawczego 5: Uzyskanie kolejnych pokolen linii restorerowych zawierajacych
rozne kombinacje genow przywracania ptodnosci pytku u zyta z cms pampa.

Material i Metody: Materiat roslinny stanowily uzyskane w ubieglych latach linie wsobne
BC5F1: S59/08/1/3/99 x SR 13; S59/08/1/3/99 x SO 23R/09; S59/08/1/3/99 x WM 19R;
S59/08/1/3/99 x WM 30R; S59/08/1/3/99 x WM 34R pochodzace od pigciu réznych
genotypow form restorerowych prowadzonych w chowie wsobnym celem wyréwnania
materiatu ros§linnego. Analizy molekularne przeprowadzono na DNA wyizolowanym z lisci
10 roslin odpowiadajacym pigciu liniom wsobnym BCS5F1 w celu weryfikacji obecnosci
markeréw genow przywracania ptodnosci na chromosomach 4R i 1R za pomoca 4 typow
markerow molekularnych (markery specyficzne, reakcja PCR).

Wyniki i dyskusja: Selekcja wspomagana markerami molekularnymi jest wykorzystywana
miedzy innymi w przypadku zyta, a w ramach niniejszego projektu ma za zadanie
wyprowadzenie linii wsobnych o réoznym sktadzie QTLi odpowiedzialnych za przywracanie
ptodnosci pytku u zyta z cmsP. Analiza 50 roslin odpowiadajacych pigciu liniom
restorerowym BC5F1 za pomocag czterech markeréw molekularnych wykazata, ze dla
chromosomu 1R marker 508859 wystapit u 11 osobnikow BC5F1, za$ marker 399799 u 15
ro$lin. Dla chromosomu 4R markery 401955 i 507026 wystapity odpowiednio u 45 oraz 36
osobnikdéw. Na podstawie obecnosci markeréw gendéw na chromosomach 4R oraz 1R
wytypowano po jednej linii sposréd 5 genotypow wyjsciowych BC5F1: Badania realizowane
nad wyprowadzeniem linii wsobnych o $cisle zdefiniowanym sktadzie genéw przywracania
ptodnosci pokazaty, ze uzyskano kolejne pokolenie linii w ktorych genotyp formy matecznej
(donora QTL na 4R) zostat wyparty bez utraty QTL 4R oraz jego kombinacji z innymi QTL
cechy.

Whioski: Specyficzne markery DNA ukierunkowane na geny lokalizujace si¢ 1R i 4R
umozliwiajg kontrolowanie obecnosci (lub braku) tych genéw w obrebie badanych linii.
Wyprowadzono kolejne pokolenie linii wstecznych zawierajacych rézne geny przywracania
ptodnosci pytku.



