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Cele projektu:

>

>

Wyprowadzanie kolejnych pokolen linii rekombinacyjnych (F5-F8) dla pieciu populacji mapujgcych — cel zostat osiggniety
Wyprowadzenie BC1S4 oraz BC1S8 celem okreslenia fenotypu linii S4 i S8 — cel zostat osiggniety

Opracowanie zageszczonej mapy genetycznej pszenzyta w wykorzystaniem populacji mapujgcych RIL oraz markerow silicoDArT i SNP
— cel zostat osiggniety

Mapowanie QTLi (ang. Quantitative Trait Locus) utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z CMS Triticum timopheevii (Tt) oraz
identyfikacja markeréw molekularnych DNA silnie sprzezonych oraz asocjowanych z cechg — cel zostat osiggniety

Okreslenie wktadu genow identyfikowanych w rejonie QTLi do zmiennosci fenotypowej cechy — cel zostat osiggniety
Testowanie markerdw silicoDArT i SNP na szerszej populacji genotypdw — cel zostat osiggniety

Opracowanie zestawu markeréw genow utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt — cel zostat osiggniety



Materiaty:

Populacje mapujgce RILs (ang. Recombinant Inbred Lines) prowadzone do poziomu pokolenia F8:

DB1 x RB1 - 250 linii; DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0., Oddziat Laski

DB2 x RB2 - 250 linii; DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0., Oddziat Laski

MS114: [MS 114(5)-2-1 dop. x Borwo] - 250 linii; Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR, Oddziat Borowo.
MS112: [MS 112(15)-2-1 dop. x Borwo] - 250 linii; Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR, Oddziat Borowo
HT352: [MS HT 352 dop. x Borwo] - 250 linii; Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR, Oddziat Borowo

Metody:

» Analiza fenotypowa populacji RIL - krzyzowanie wsteczne poszczegolnych linii z linig mateczng, ocena zawigzywania ziarniakéw roslin BC1F1
» lzolacja DNA z lisci poszczegodlnych linii rekombinacyjnych - zestaw do izolacji DNeasy Plant Mini Kit 250 (Qiagen)

» Genotypowanie materiatu roslinnego - technologia DArTseq (markery SNP oraz silicoDArT)

» Konstrukcja map genetycznych dla populacji mapujacych RIL - programy MultiPoint Ultra Dense oraz JoinMap5

» Identyfikacja QTLi utrzymania sterylnosci pytku - programy WinQTL Cartographer oraz MapQTL, mapowanie kompozytowe (CIM, ang. Composite Interval
Mapping)

» Identyfikacja markerow utrzymania sterylnosci pytku oraz okreslenie wkladu gendéw identyfikowanych w rejonie QTLi do zmiennosci fenotypowej cechy
- ha podstawie wynikdw mapowania kompozytowego oraz asocjacyjnego (program TASSEL)

» Analiza bioinformatyczna sekwencji markeréw sprzezonych i asocjowanych z cechg - baza danych NCBI (The National Centre for Biotechnology Information),
algorytm BLASTn oraz baza danych IPK Rye Blast Server (https://webblast.ipk-gatersleben.de/ryeselect/)

» Konwersja markeréw SNP i SilicoDArT do warunkéw specyficznego PCR - projektowanie starterow na podstawie sekwencji homologicznych do sekwencji
markeréw SNP i SilicoDArT, m. in. z uwzglednieniem miejsc restrykcji dla enzymu Pstl (program CLC Workbanch). Dobdér temperatury powielania markeréw w
termocyklerze z gradientem temperatur oraz testowanie ich powielania na populacjach mapujgcych RIL

» Testowanie konwertowanych markerow na szerszej populacji genotypow oraz selekcja genotypéw o pozadanych kombinacjach gendéw utrzymania
sterylnosci pytku - analiza PCR


https://webblast.ipk-gatersleben.de/ryeselect/

Fenotypowanie roslin uzyskanych w wyniku krzyzowan wstecznych z formg mateczna

Rysunek 1. llustracja rozktadu normalnego zawigzywania ziaren opracowana na bazie wynikéw dla populacji BC1F(4-6)13

BC1F4: MS 114(5)-2-1 cms Tt x BC1F6: MS HT 352 cms Tt x [RIL6:  BC1F6: MS 112(15)-2-1 cms Tt x [RIL6: _ _
[RIL4: MS 114(5)-2-1dop. x Borwo]. MS HT 352 dop. x Borwo] MS 112 (15)-2-1 dop x Borwo] BC1F5: DB2 x [RILS: DB2 x RBZ] BC1F5: DB1 x [RIL5: DB1 x RB1]
Histogram: MS 114 Histogram: HT 352 Histogram: MS 112 Histogram: DB2xRB2 Histogram: DB1xRB1
K-S d=0,07073, p>0 .20; Lilliefors p>0.20 K-S d=0,07118, p>0.20; Lilliefors p<0,10 K-S d=0,10763, p<0,05 ; Lilliefors p<0,01 K-S d=0,09721, p> 0.20; Lilliefors p<0,01 K-S d=0,09376, p> 0.20; Lilliefors p<0,10
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» Dla kazdej populacji mapujacej cecha charakteryzowata sie rozktadem normalnym lub zblizonym do normalnego (populacja MS 112) co jest warunkiem koniecznym do
poprawnego wykonania analizy QTL (Rysunek 1).

Genotypowanie populacji RIL

Liczba markeréw generowana dla populacji mapujgcych z wykorzystaniem ustugi Diversity Arrays Technology Pty Ltd. :
. SNP - 20 000 (MS112) - 30 500 (MS114)
. SilicoDArT — 58 900 (MS114) - 92 200 (HT352)

» Technologia DArTseq umozliwita identyfikacje ponad 50 tys. powtarzalnych markerow SNP i silicoDArT w obrebie analizowanych populacji. Liczba markerow jest
wystarczajgca by uzyska¢ zageszczong mape genetyczng uzyteczng do lokalizowania obszarow genomu odpowiedzialnych za kodowanie genow przywracania ptodnosci
pytku u zyta z CMS Pampa



Mapowanie genetyczne — charakterystyka grup sprzezen

Tabela 1. Charakterystyka grup sprzezen populacji mapujgcych pszenzyta.

Chromosom 1A 1B 1R 2A 2B 2R 3A 3B 3R 4A 4B 4R 5A 5B 5R 6A 6B 6R A 7B 7R Razem | Srednio
Liczba markeréw S 41 63 66 66 59 40 61 69 79 32 34 28 61 71 60 63 32 87 80 23 55 1170 55.7
Dtugos¢ LG (cM) 82.2 | 119.6 | 76.0 | 140.6 | 60.96 | 59.89 | 135.0 | 137.6 | 141.6 | 106.7 | 92.72 | 108.0 | 156.8 | 111.9 | 78.9 | 1074 | 83.4 | 178.7 | 153.9 | 77.67 | 83.47 | 2293.0
Wysycenie markerami (cM) 2.00 1.89 1.15 | 212 | 1.03 1.49 221 | 1.99 179 | 333 | 272 | 3.85 2.5 1.57 131 1.70 2.60 2.05 1.92 3.37 1.52 2.10
Liczba markeréw S a7 60 24 67 81 45 40 39 15 19 18 17 52 46 57 16 48 21 60 42 35 849 40.4
Dtugosé LG (cM) 129.1 | 1414 | 88.6 | 1244 | 1748 | 839 | 167.2 | 103.4 | 66.9 76.8 | 96.3 | 51.57 | 170.9 | 156.0 | 110.7 | 45.6 | 108.4 | 35.7 | 161.6 74.2 | 103.1 2270
Wysycenie markerami (cM) 2.75 2.36 3.7 1.86 | 2.16 1.87 4.18 | 2.65 447 | 4.04 | 535 | 3.03 3.29 3.39 1.94 2.85 2.26 1.7 2.69 1.77 2.95 291
Liczba markeréw S 19 109 63 99 110 47 79 117 75 50 42 73 105 102 97 70 82 109 107 61 84 1700 81
Dtugosé LG (cM) 89.6 | 1224 | 729 |154.7| 156.4 | 90.2 | 148.6 | 157.1 | 69.9 | 112.4 | 108.6 | 65.7 | 1788 | 166.1 | 77.2 | 183.5 | 130.3 | 102.1 | 148.1 | 131.2 | 83.2 2549
Wysycenie markerami (cM) 4.72 112 1.16 | 1.56 | 1.42 1.92 188 | 1.34 0.93 225 | 259 | 0.93 1.70 1.63 0.80 2.62 159 | 0.94 1.38 2.15 0.99 - 1.69
Liczba markeréw S 17 47 18 21 42 26 28 43 5 39 5 19 43 22 33 19 a7 33 35 65 8 615 29.3
Dtugosé LG (cM) 56.65 | 94.65 | 20.78 | 45.94 | 90.71 | 77.8 | 61.63 | 114.1 | 10.86 | 72.7 | 432 | 27.33 | 66.11 | 54.15 | 56.72 | 55.58 | 135.3 | 55.63 | 81.61 | 182.3 | 16.71 | 1381.6
Wysycenie markerami (cM) 3.33 2.01 115 | 219 | 2.16 2.99 2.20 | 2.65 2.17 186 | 0.86 | 1.44 1.54 2.46 1.72 2.93 2.88 1.69 2.33 2.80 2.09 - 2.16
Liczba markeréw S 47 60 24 67 81 45 40 39 15 19 18 17 52 46 57 16 48 21 60 42 35 849
Dtugos¢ LG (cM) 129.1| 141.4 | 88.7 | 1244 174.7| 839 | 167.2| 103.4| 66.99| 76.8 | 96.3 | 51.6 | 1709 | 156.0 | 110.7| 455 | 108.4| 35.7 | 161.6 74.2 | 103.1| 2270.7
Wysycenie markerami (cM) 2.75 2.36 3.7 1.86 | 2.16 1.87 418 | 2.65 447 | 4.04 | 535 | 3.03 3.29 3.39 1.94 2.85 2.26 1.7 2.69 1.77 2.95 - 2.91

S-markery szkieletowe; LG — grupa sprzezen (ang. Linkage group) -> grupy sprzezen zostaly przypisane do chromosomoéw pszenicy (genom A i B) na podstawie adnotacji Diversity Arrays Technology Pty Ltd. (Canberra,
Australia) natomiast do chromosoméw zyta (genom R) na podstawie homologii sekwencji markeréw do kontigéw zyta L7 (WGS contigs v2 database (https://webblast.ipk-gatersleben.de/ryeselect/))

Mapowanie genetyczne poszczegolnych populacji RIL z wykorzystaniem markeréw silicoDArT i SNP umozliwito konstrukcje grup sprzezen reprezentujgcych
poszczegoblne chromosomy pszenzyta.

Dtugos¢ otrzymanych map wahata sie od 1381 cM (DB1xRB1) do 2549 cM (HT 352), a ich wysycenie od 1.69 markera/cM (HT 352) do 2.91 markera/cM (MS 114
i DB2xRB2).

Biorgc pod uwage, ze opracowano mapy genetyczne uwzgledniajgce kazdy z chromosomdw pszenzyta oraz odpowiednie wysycenie map, a takze prawidtowy rozktad
cechy w danej populacji mozliwe byto zlokalizowanie QTLi odpowiedzialnych za utrzymanie sterylnosci pytku u pszenzyta z CMS Tt.



Rysunek 1. Wynik mapowania kompozytowego

Charakterystyka QTL (ang. Quantitative Trait Loci) utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z CMS Tt

(CIM) ilustrujgcy wystepowanie QTLi w obrebie

Tabela 2. Charakterystyka loci odpowiedzialnych za utrzymanie sterylnosci pytku u pszenzyta.

chromosomow pszenzyta populacji MS112 i HT352. Populacja Chr Pozycja max. LOD Wartos¢ max. R? (%6) Wartos¢ efektu Marke_ry najsilniej Odlegto$¢ markera
(cM) LOD addytywnego sprzezone z cecha od max. LOD (cM)
MS112 | 4R 104.0 10.9 21.0 | 9.387 [ 4347233 [ 0.43
MS 112 2A 16.9 7.6 9.5 -7.897 10518139TG26 2.02
2A 75.3 10.8 15.3 6.484 3047474CT52 1.00
2A 110 5.6 6.8 -4.502 3045188TC18 0.10
MS 114 3B 94.8 15.4 32.2 -8.709 4351470 0.02
4A 71.9 5.6 7.1 -4.481 3609786 1.99
5A 95.2 11.7 19.2 6.911 3605158 0.02
7A 7.3 4.3 4.9 3.515 3607641 0.00
= 7R 33.9 5.0 5.9 -4.099 3612947AG6 0.04
1A 15 4.2 8.8 -0.089 4544759 4.22
i wam_,»umqwdm./‘\.ﬂ. N min 1B 47.4 8.2 6.6 -0.077 4253609 0.02
1A 1B IR 2A 2B 2R 3A 3B 3R 4A 4B 4R 5A 5B 5R 6A 6B 6R 7A 7B TR 2A 949 65 5.5 -0074 50417286A50 003
2R 0.0 4.2 3.2 0.053 10597858 0.01
3B 148.7 4.9 3.8 0.097 8550565 0.03
HT 352 3R 48.2 105 8.8 -0.143 4342600 0.05
oo HT 352 4B 8.2 7.3 6.7 -0.157 33907924 0.03
5B 1.0 5.0 17.8 0.138 5607554 1.00
5R 32.8 8.4 6.8 0.150 3605423 0.03
5R 37.9 13.3 11.6 -0.216 2359223 0.01
5R 50.8 16.3 15.1 0.137 4220579 0.00
6B 53.8 4.8 4.2 0.063 5619416 0.92
‘ 6B 110.8 5.3 11.7 0.100 3203353 2.19
: | DB1xRB1 | 4A 20.5 6.2 32 | -11.455 | 3610112TC11 | 0.20
J ﬂw 1B 88.2 15.7 28 -12.810 3045331AG50 0.80
- HWW-““ i M L A L DB2xRB2 55 16.2 19.0 41 13,120 4205623 0.22

1A 1B IR 2A 2B 2R 3A 3B 3R 4A 4B 4R 5A 5B SR 6A 6B 6R 7A 7B 7R

LOD - (ang. Logarithm of odds) test logarytmiczny okreslajacy pewnos$¢ lokalizacji QTL w danym miejscu na chromosomie; R2 (%) —procentowa warto$¢ wyttumaczonej zmiennos$ci cechy

Mapowanie kompozytowe utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta wykazato obecnos¢ od jednego (MS 112 i DB1xRB1) do trzynastu (HT 352) loci

odpowiedzialnych za ekspresje cechy w zaleznosci od badanej populacji mapujgcej.

Identyfikowane loci miaty w wiekszosci niewielki udziat w ekspresji cechy. Najwyzsze wartosci procentowe wyttumaczonej wariancji cechy odnotowano dla QTLi
zlokalizowanych na chromosomach 4R (populacja MS112), 3B i 5A (populacja MS114), 5B (populacja HT352), 4A (populacja DB1xRB1) oraz 1B i 6A (populacja

RB2xDB?2).

Otrzymane wyniki swiadczg o silnym rozdrobnieniu cechy, co moze mie¢ negatywny wptyw na dobdr markerow do jej selekcji. Dodatkowym utrudnieniem jest

lokalizacja loci na roznych chromosomach w obrebie badanych populacji mapujgcych.




Mapowanie asocjacyjne

» Mapowanie asocjacyjne z zastosowaniem ogolnego modelu liniowego (GLM, ang. General Linear Model) umozliwito identyfikacje markerow SNP i silicoDArT,
ktérych stopien asocjacji z cechg utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z CMS Tt okreslany za pomocg wspoétczynnika determinacji (R2) dochodzit do 0.232,
0.3901i 0.512 odpowiednio dla populacji MS112, HT352 oraz DB1xRB1.

» Nie stwierdzono istotnych asocjacji markeréw z cechg w obrebie populacji MS114 i DB2xXRB2.

Analiza bioinformatyczna sekwencji markeréw sprzezonych i asocjowanych z cechg

» Analiza bioinformatyczna sekwencji markerow DNA sprzezonych i/lub asocjowanych z genami utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z CMS Tt wykazata, ze
przynajmniej cze$¢ z sekwencji markerowych jest homologiczna do sekwencji gendw.

> Najbardziej interesujgce homologie odnotowano dla markeréw sprzezonych z QTL zidentyfikowanym na chromosomie 4R w populacji MS112. Lokalizacja tego
QTL oraz homologie sekwencji markerow zlokalizowanych w jego obrebie do sekwencji locus Rfm1 (marker 8509657GC16) odpowiedzialnego za ekspresje cechy
u jeczmienia oraz czynnika terminacji transkrypcji MTERF (3609466, 3611527, 4212596GC13, 4367303GA9, 10524573CT34, 4203434TC34) identyfikowanego
u zyta i jeczmienia obok gendw Rf (ang. Restoration of fertility) moze swiadczyé o obecnosci tozsamego locus w tej populacji pszenzyta.

» Liczne markery zlokalizowane w obrebie chromosomoéow 1B i 5R populacji HT352 (15996308 1B, 3608787 _1B, 4356365 1B, 4368308 _1B, 4217779 5R,
3606113 5R, 3613036_5R, 3608787_5R, 3614850CT23_5R) oraz 7A populacji MS114 (3607641, 3048200GC53, 3042068, 4218925) wykazywaty homologie
sekwencji z sekwencjami biatek petnigcych funkcje zwigzane z sygnalingiem w ochronie roslin przed patogenami, jak réwniez stresami abiotycznymi. Dodatkowo
w obrebie QTL na chromosomie 5R identyfikowano cztery markery (4218144, 8521441, 10495679, 4217051) o sekwencjach homologicznych z sekwencjg biatka
F-box biorgcego udziat w zamykaniu aparatéw szparkowych. Rola tych gendéw w utrzymaniu sterylno$ci pytku u pszenzyta z CMS Tt nie jest znana.



Konwersja markerow SNP i SilicoDArT do warunkéw specyficznego PCR

» Analiza wynikbw mapowania genetycznego oraz asocjacyjnego cechy utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z CMS Tt pozwolita na wybor markeréw silnie
sprzezonych lub asocjowanych z cechg, ktére po konwersji do warunkéw specyficznego PCR mogtyby byé stosowane do wstepnej selekcji okreslonych QTLI.
Wytypowano markery reprezentujgce QTLe zlokalizowane na chromosomach 4R (15) w populacji MS112, 2A (14), 5A (6), 7A (6) i 3B (12) w populacji MS114 oraz 1B
(14) i 5R (12) w populacji HT352.

» We wstepnych badaniach majgcych na celu ustalenie temperatury przytgczania starterow do macierzowego DNA celem powielania markera w warunkach reakcji PCR
(zakres temperatur 48-62°C) opracowano 6 markeréw, ktore roznicowaty po dwie linie populacji MS112 nie zawigzujgce ziarniakow (sterylne) oraz zawigzujgce ponad
70 ziarniakow w ktosie (ptodne). Podobna analiza dla wybranych linii populacji HT352 pozwolita na wytypowanie 4 markerow polimorficznych zlokalizowanych
w obrebie QTL na chromosomie 1B i takg samg ilo$¢ dla QTL zlokalizowanego na chromosomie 5R.

» Analiza segregacji markeréw zlokalizowanych na 4R w obrebie wszystkich linii populacji MS112 wykazata, ze 3 markery (4558515c, 8510873c, 4349378c) segregujg
identycznie jak ich odpowiedniki przed konwersjg. Zaden z markeréw sprzezonych z QTLami lokalizowanymi na chromosomach 1B i 5R populacji HT352 nie powtarzat
segregacji swojego odpowiednika przed konwersja.

» Ocena segregacji markerow zlokalizowanych na chromosomach 4R (MS112), 1B (HT352) i 5R (HT352) uzyskanych w wyniku konwersji do warunkéw specyficznego
PCR w pozostatych populacjach mapujgcych wykazata, ze jedynie marker 4558515¢c 4R segregowat w obrebie populacji HT352. Nie wykazano jednak jego istotnej
korelacji z cechg. Markery 8510873c_4R, 4349378c_4R oraz 3606113 5R generowaly szereg trudnych do odczytania na zelach agarozowych sygnatow. Pozostate
markery generowaty monomorficzne sygnaty.

> Nie wykazano istotnych korelacji z cechg markeréw 16330732, 10509016TG13, 4558515 oraz 4349378 generujgcych pojedyncze, polimorficzne sygnaty w obrebie
materiatéw sterylnych i ptodnych dostarczonych przez Hodowcéw. Taki wynik moze by¢ spowodowany brakiem odpowiednich alleli w obrebie materiatéw roslinnych
dostarczonych przez Hodowcéw.

» W przypadku populacji MS114 testy zostang wykonane w drugiej potowie grudnia ze wzgledu na opdznienia syntezy starteréw spowodowane COVID-19



Osiagniecia projektu:

>

>

Opracowano mapy genetyczne zyta, ktére mogg zosta¢ wykorzystane do mapowania licznych cech uzytkowych.

Zidentyfikowano liczne QTLe utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z CMS Tt lokalizujgce sie na réznych chromosomach gatunku.
Wystepowanie poszczegdlnych QTLi byto rézne w obrebie badanych populacji mapujgcych. Najsilniejsze QTLe lokalizowaty sie na
chromosomach 4R (populacja MS112), 3B i 5A (populacja MS114), 5B (populacja HT352), 4A (populacja DB1xRB1) oraz 1B i 6A (populacja
RB2xDB2). Mapowanie asocjacyjne potwierdzito obecnos¢ silnego QTLa cechy na chromosomach 4R w populacji MS112 oraz 4A
w populacji DB1xRB1.

Konwersja markerow silicoDAIT i SNP do warunkow specyficznego PCR umozliwita opracowanie trzech markerow (4558515c¢, 8510873c,
4349378c) segregujgcych identycznie jak ich niekonwertowane odpowiedniki w obrebie populacji MS112. Markery te sg sprzezone z QTL
na chromosomie 4R. Markery wzgledem QTL na 4R mogg by¢ wykorzystane w selekcji wstecznej.

W przypadku szerszej puli genowej konwertowane markery nie wykazywaty korelacji z cechg. Moze to sugerowac, ze identyfikowany
w obrebie populacji MS112 allel wystepuje rzadko w puli genowej materiatdbw hodowlanych gatunku wystepujgcych w Polsce. Biorgc pod
uwage QTL na 4R, jego identyfikacja moze miec istotne znaczenie dla wyprowadzenia nowych form heterozyjnych gatunku.

Na podstawie homologii sekwencji markerow zlokalizowanych w obrebie QTL na 4R w populacji MS112 zasugerowano, ze moze on byc¢
tozsamy z QTL przywracania ptodnosci pytku u zyta z CMS Pampa.

Ztozono projekt w ramach Postepu Biologicznego w Produkcji Roslinnej finansowanego przez MRIRW bedacy rozwinieciem
dotychczasowych badan dotyczgcych wykorzystania cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci u pszenzyta (ze skutkiem negatywnym).
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