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Cele projektu:

>

>

Wyprowadzanie kolejnych pokolen linii rekombinacyjnych (F5-F8) dla czterech populacji mapujgcych — cel zostat osiggniety

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

Mapowanie QTLi (ang. Quantitative Trait Locus) przywracania ptodnosci pytku u zyta z CMS Pampa oraz identyfikacja markerow
molekularnych DNA silnie sprzezonych oraz asocjowanych z cechg — cel zostat osiggniety

Sekwencjonowanie obszarow genomu zyta w sgsiedztwie markerow silnie sprzezonych z genami przywracania ptodnosci pytku u form
z CMS Pampa — cel zostat osiggniety

Testowanie markerdw silicoDArT | SNP na szerszej populacji genotypow — cel zostat osiggniety

Selekcja genotypdéw o0 pozgdanych kombinacjach gendw przywracania ptodnosci pytku z wykorzystaniem dostepnych materiatow
roslinnych w oparciu o markery molekularne — cel zostat osiggniety



Materiaty:

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

S64/04/01: S305N/00 x SO37R/05 - 186 linii; DANKO Hodowla Roslin Sp. z o.0.

S60/08: S305N/00 x SO2R/05 - 116 linii; DANKO Hodowla Roslin Sp. z o.0.

RIL-A: NS08135N/2 x 83/81(78A-674 TUR)/2) - 183 linie; Poznanska Hodowla Roslin Sp. z o.0.

RIL-B: NS08135N/4 x 83/81(78A-674 TUR./4) - 39 linii, Poznanska Hodowla Roslin Sp. z 0.0. (niewystarczajgca liczebnos¢ do wykonania analiz molekularnych)

Metody:

» Analiza fenotypowa populacji RIL - krzyzowanie wsteczne poszczegodlnych linii z linig mateczng, ocena pylenia roslin BC1F1 wedtug skali opracowanej przez
Geiger’a i Morgenstern’a (Theor Appl Genet, 46:269-276, 1975)

> lzolacja DNA z lisci poszczegolnych linii rekombinacyjnych - zestaw do izolacji DNeasy Plant Mini Kit 250 (Qiagen)
» Genotypowanie materiatu roslinnego - technologia DArTseq, detekcja markeréw SNP oraz silicoDArT
» Konstrukcja map genetycznych dla populacji mapujgcych RIL - programy MultiPoint Ultra Dense oraz JoinMap5

> Identyfikacja QTLi cechy przywracania ptodnosci pytku - programy WinQTL Cartographer oraz MapQTL, mapowanie kompozytowe (CIM, ang. Composite
Interval Mapping)

> Identyfikacja markeréw przywracania ptodnosci pytku - na 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 starteréw na podstawie sekwencji homologicznych do sekwencji
markeréw SNP i SilicoDAIT, m. in. z uwzglednieniem miejsc restrykcji dla enzymu Pstl (program CLC Workbanch). Dobor temperatury powielania markerow w
termocyklerze z gradientem temperatur oraz testowanie ich powielania na populacjach mapujgcych RIL

» Testowanie konwertowanych markeréw na szerszej populacji genotypoéw oraz selekcja genotypédw o pozadanych kombinacjach genéw przywracania
ptodnosci pytku - analiza PCR


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

Fenotypowanie roslin uzyskanych w wyniku krzyzowan wstecznych z formg mateczna

Tabela 1. Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych fenotypdéw potomstwa generatywnego BC1F1 (%) dla trzech badanych
populacji mapujgcych uzyskana na dwéch réznych poziomach wsobnosci.

Ocena S305P/00 x (S60/08): S305N/00 x SO | S305P/00 x (S64/04/01): S305N/00 | NS135P x (RIL-A): NS 08135N/2 x
pylenia* 2R/05 x SO 37R/05 83/81 (78A-674 TUR.)/2
BC1F1 RIL6 BC1F1 RIL8 BC1F1 RILY BC1F1 RIL8 BC1F1 RIL4 BC1F1 RIL8

1 50.00 37.27 53.85 53.10 0.00 0.00

2 0.00 7.27 0.00 1.37 0.00 0.00

3 0.00 11.82 2.10 0.68 11.47 0.00

4 0.00 0.91 0.00 0.00 3.27 0.00

5 0.00 3.64 2.10 2.75 2.18 0.00

6 6.25 2.73 0.00 1.37 3.82 0.00

7 3.13 10.91 4.90 3.44 28.41 3.85

8 25.00 12.73 0.00 1.37 48.01 45.19

9 15.63 12.73 37.06 34.48 2.73 50.96

* - ocena wg. skali bonitacyjnej zaproponowanej przez Geigera i Morgensterna (1975): 1-3 rosliny sterylne o réznym poziomie degradacji pylnikéw; 4, 5 i 6 rosliny czesciowo sterylne
wytwarzajgce odpowiednio <10%, 11-50% i <50% ptodnych pylnikdw; 7-9 rosliny ptodne zréznicowane pod wzgledem wielkosci pylnikow.

Genotypowanie populacji RIL

Srednia liczba markeréw generowana dla populacji mapujgcych z zastosowaniem Diversity Arrays Technology Pty Ltd.: SNP — 42 000; SilicoDArT — 130 000

» Ocena fenotypowa roslin BC1F1 uzyskanych w wyniku krzyzowania poszczegdlnych linii populacji S64/04/01 oraz S60/08 z linig mateczng wykazata obecno$¢ prawie
wytgcznie genotypow skrajnych ptodnych oraz sterylnych (Tabela 1). Taki wynik nie odbiega od danych literaturowych (Stracke i in. 2003; Stojatowski i in. 2017) i moze
Swiadczy¢ o obecnosci silnego locus odpowiedzialnego za przywracanie ptodnosci pytku u zyta z CMS Pampa.

» Obecnos$¢ genotypow wytgcznie ptodnych w populacji RIL-A na poziomie pokolenia RIL8 powoduje, ze populacja ta nie moze zosta¢ wykorzystana do identyfikacji QTLi
cechy na tym poziomie wsobnosci, natomiast jest przydatna do konstruowania mapy. Do identyfikacji QTLi tej populacji wykorzystano dane uzyskane dla pokolenia RIL4.

> Zyto jest gatunkiem obcopylnym i samoniezgodnym co sprawia, ze jest ono bardzo wrazliwe na samozapylenia skutkujgce utratg wigoru i ptodnosci. Na etapie
wyprowadzania kolejnych pokolen RIL poprzez kolejne samozapylenia utracono wiekszos¢ linii populacji RIL-B, co spowodowato jej odrzucenie z analiz molekularnych.

LITERATURA:
Stracke S, Schilling AG, Forster J, Weiss C, Glass C, Miedaner T, Geiger HH (2003) Development of PCR-based markers linked to dominant genes for male-fertility restoration in Pampa CMS of rye (Secale cereale L.). Theor Appl Genet 106:1184-1190.
Stojatowski S, Hanek M, Ortowska M, Sobczyk M (2017) DArT markers linked with genes controlling restoration of male fertility in hybrid rye cultivars with improved pollen shedding. Folia Pomer. Univ. Technol. Stetin. Agric. Aliment. Pisc. Zootech. 338(44)4:205-216.



Mapowanie genetyczne populacji RIL-A (F4), S60/08 (F8) oraz S64/04/01 (F8)

Tabela 2. Charakterystyka map genetycznych populacji RIL-A, S60/08 oraz S64/04/01 Rysunek 1. Mapa genetyczna populaciji RIL S64/04/01 wraz
z naniesionymi QTLami cechy.
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Identyfikacja QTL przywracania ptodnosci pytku na mapach sprzezen

Tabela 3. Charakterystyka QTLi cechy zlokalizowanych na mapach sprzezen populacji RIL-A (F4), S60/08 (F8) oraz S64/04/01 (F8)

chr |oTL Markery najsi!niej sprze_ione z cecha Liczba markeréw | Max. LOD | Wartosé A R2 (%)
(pozycja na mapie cM) redundantnych (c™) max. LOD
1R | QRft-1R | 4104069AG51 (95.6) - 3352651GA34 (102.1) 0/0 97.5 30.8 2.91 58.0
RIL-A 3R | QRft-3R 509594 (82.2) - 3590676TG17 (104) 3/25 91.8 16.4 1.09 8.6
4R | QRft-4R 5502529GT20 (19.0) - 349226 (34.7) 0/1 28.1 16.2 1.43 13.5
5R | QRIft-5R 507884 (135.5) - 3586723CT05 (160.0) 0/2 143.0 12.9 1.12 5.0
S60/08 4R | QRft-4R 3588232 (134.85) - 3577180 (132.88) 11/3 134.01 10.15 2.14 30.9
S64/04/01 4R | QRft-4R 5605674 (156.51) - 5546063 (160.01) 5/0 157.00 30.29 3.19 60.0
5R | QRIft-5R 3601104 (48.38) - 5036750 (49.73) 1/1 49.01 4.55 1.31 55

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

» Mapowanie QTL z wykorzystaniem mapowania kompozytowego wykazato, ze gtdbwne QTLe przywracania ptodnosci pytku u zyta z CMS Pampa odpowiedzialne za
58.0%, 60% i 30.9% wyttumaczonej wariancji cechy lokalizujg sie odpowiednio na chromosomie 1R (QRft-1R) w populacji RIL-A, 4R (QRft-4R) w populacji S64/04/01 oraz
w tej samej lokalizacji w populacji S60/08 (Tabela 3).

Mapowanie asocjacyjne

» Mapowanie asocjacyjne umozliwito identyfikacje 32, 176 i 241 markeréw SNP i silicoDArT odpowiednio dla populacji RIL-A, S60/08 oraz S64/04/01.

» Stopien asocjacji markeréw z przywracaniem ptodnosci pytku u zyta z CMS Pampa okreslany za pomocg wspétczynnika determinacji (R2) wynosit od 0.163 do 0.592 co
Swiadczyto o silnych asocjacjach tych markeréow z cechg. Uzytecznos¢ markerow do réznicowania materiatdw weryfikowano za pomocg testu Bonferroni'ego ustalajgc
warto$ci odciecia istotnosci danego markera dla a = 0.05 rowng 0.05/liczba badanych markerow.

» Najwyzszy poziom asocjacji markerédw z cechg odnotowano dla markeréw przypisanych do chromosomu 1R populacji RIL-A oraz chromosomu 4R populacji S60/08
I S64/04/01. Czesc¢ z tych markerow lokalizowato sie w obrebie QTLi cechy odpowiednich populaciji mapujgcych.

» Wyniki mapowania asocjacyjnego i kompozytowego sg zgodne i potwierdzajg obecnosci silnych QTLI przywracania ptodnosci pytku na chromosomach 1R i 4R.



Analiza bioinformatyczna sekwencji markerow sprzezonych i asocjowanych z cechg

» Analiza bioinformatyczna markerow silicoDAIT i SNP sprzezonych lub/i asocjowanych z cechg przywracania pytku u zyta z CMS Pampa wykazata istotne podobienstwo
licznych sekwencji do sekwencji kodujgcej biatko Rf1 rzodkiewnika (6 markerow) oraz locus Rfm1 jeczmienia (27 markerow) zwigzanych z przywracaniem ptodnosci
pytku. Biorgc pod uwage homologie locus Rfm1 jeczmienia oraz Rfpl i Rfp3 zyta (Hackauf i in. 2012 i 2017) oraz wysoki poziom wyttumaczonej wariancji zmiennosci
cechy locus Rfpl zyta (Miedaner i in. 2000) oraz QRft-4R (ok 60%) identyfikowanego w populacjach S60/08 i S64/04/01 nalezy sgdzi¢, ze mamy do czynienia z tym
samym obszarem genomu.

» Innym genem, ktérego adnotacja pojawita sie w odniesieniu do dwudziestu sekwencji markeréw zlokalizowanych w obrebie QTL na 4R oraz asocjowanych z cechg byt
czynnik terminacji transkrypcji MTERF. Dane literaturowe wskazujg, ze czynnik ten lokalizuje sie w sgsiedztwie genéw Rf (Hackauf et al. 2012).

» Badania podobienstw sekwencji markerow analizowanych w projekcie z sekwencjami zgromadzonymi w bazie danych NCBI wykazaty, ze az osiem z nich zostato
przypisanych do genu kodujgcego keratyne (KAP 5-4-like i 5-5-like). Prawdopodobnie takie odniesienia wynikajg z podobienstwa jego krotkiej sekwencji kodujgcej
keratyne (427pz) do sekwencji regionu bogatego w glicyne (GRP) identyfikowanego u ryzu w sgsiedztwie genu Rf2 (Iltabashi i in. 2011). Uwaza sie, Zze region ten jest
odpowiedzialny za bezposrednig interakcje z biatkiem wywotujgcym CMS lub moze tgczy¢ sie z innymi biatkami tworzgc wieloczgsteczkowy kompleks biorgcy udziat w
przywracaniu ptodnosci pytku (Itabashiiin. 2011).

Konwersja markerow SNP i SilicoDArT do warunkéw specyficznego PCR

Tabela 4. Charakterystyka markeréw konwertowanych (c) do warunkow specyficznego PCR silnie sprzezonych
oraz asocjowanych z cechg segregujgcych identycznie jak ich odpowiednik silicoDArT lub SNP.

» W wyniku konwersja 35 markeréw do warunkéw specyficznego
PCR otrzymano 13 markeréw zlokalizowanych na chromosomie

N o L , Adnotacja sekwencji 4R réznicujgcych linie ptodne (P) i sterylne (S) zyta populacji RIL

SNP/silicoDArT| LEFT PRIMER 5' -->3 RIGHT PRIMER 5' -->3'| Tem (°C Wiel. (pz . .
e (P2) | homologicznej S64/04/01 oraz RIL S60/08 (Rysunek 2).

3602674c acagggatcaaaggggtcag | acacatgtacagcccgagaa 62.5 487 brak
3575913c ttcggggagageatgatacc | cacaaatcgaaggggageag)  62.5 632 brak » Osiem z tych markerow segregowato identycznie jak ich
4099882 cttgcctgcacttgaagagg gcgctacagaaaactgcact 62.5 626 Elrj(i?etz\:]eRd;SI;ef; e resistance odpowiedniki przed konwersjg (Tabela 4).
3358168c gtgctggtgtttgtggtgtt tcaggcggtgacacagtt 63.5 423 keratin-associated protein 5-4-like
5500711c accaaggctgctacaaagga | tcgtggcaacctctcttaca 62.5 615 Rfm1 gene locus . ) . .
7468199¢c tcatcagccgtgtgtagtgt cgtcgcacatctagttgcaa 60.3 590 cytochrome P450 709B2-like Rysunek 2. Przyktadowy obraz zelu agarazowego z rozdziatem produktow reakcji
3599980CG67c* gtatagtgcagagaggag agcaaccatccaaggaac 49.0 | 247(P), 255(S)| Rfm1 gene locus PCR po zastosowaniu markera 3358168c w populacji mapujacej RIL S60/08.
3744671c* gtggcttctcttctegtt atcaactccctcctcacc 55.0 189(S), 174(S)| Protein Rfl, mitochondrial-like

*Startery powielajace markery zawierajgce miejsce restrykcji dla enzymu Pstl;; Chr- chromosom; Tem - temperatura anilingu; Wiel.- wielko$¢ powielanego fragmentu
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Testowanie konwertowanych markerédw na szerszej populacji genotypéw celem selekcji genotypédw o pozadanych
kombinacjach gendéw przywracania ptodnosci pytku oraz ocena ich wykorzystania do selekcji wstecznej

Tabela 5. Charakterystyka sity powigzania z cechg przywracania ptodnosci pytku markeréw
konwertowanych do warunkow specyficznego PCR segregujgcych w materiatach matecznych
(96 linii) i ojcowskich (96 linii) zyta. Wartosci istotne statystycznie pogrubiono.

Nazwa Mapowanie AS? Czestotliwos$¢ wystagpienia .
markera Korelacja markera
konwertowanego — *
Linie S : z cechg
markera p-value R2 Linie ojcowskie
mateczne

16404809 2.86E-14 0.277 19.8% 75.0% 0.526
3885887 3.50E-08 0.157 40.6% 79.2% 0.395
3357239 8.88E-06 0.105 18.7% 50.0% 0.323
3358168 1.03E-05 0.104 21.8% 57.3% 0.322
5500711 7.39E-04 0.062 10.4% 0.0% -0.248
7468199 0.0202 0.030 60.4% 76.0% 0.172
3582093 0.5669 0.002 84.4% 87.5% 0.042
3602674 0.5508 0.002 91.7% 88.5% -0.044
4099882 0.1972 0.009 85.4% 90.6% 0.096
3575913 0.2223 0.008 83.3% 89.6% 0.091

*Korelacja rang Spearmana; wartosci istotne przy p<0,05; warto$¢ dodatnia oznacza korelacje z markerem, ujemna z jego brakiem;

8- Mapowanie asocjacyjne, warto$¢ graniczna istotnosci asocjacji markera z cechg p-value = 3.1E-06 (a = 0.05).

Tabela 6. Charakterystyka wystepowania markerow konwertowanych do warunkow
specyficznego PCR w 148 liniach BC4F1

1R 4R

BCAFL: 508859 | 399799 | 401955 | 507026
S50/08/1/3/99 x SR 13 12 4 15 7
S50/08/1/3/99 x SO23R/09 7 29 27 13
S50/08/1/3/99 x WM 11R 2 1 5 1
S59/08/1/3/99 x WM 19R 2 7 10 9
S59/08/1/3/99 x WM 30R 2 5 2 2
S59/08/1/3/99 x WM 34R 31 48 67 23
S59/08/1/3/99 x WM 35R 6 1 12 10
SUMA 62 95 138 65

» Stopien asocjacji markerow konwertowanych do warunkéw PCR z cechg

przywracania ptodnosci pyltku w obrebie testowanej puli genowej linii
matecznych i ojcowskich waha sie od 15.7 (3885887) do 27.7% (16404809).
Niestety, markery wystepowaty zaréwno w puli form sterylnych jak i ptodnych

(Tabela 5). Ponadto ich segregacja w liniach RIL byta niezgodna z
segregacjg markera przed konwersjg.

» Biorgc pod uwage fakt, ze markery po konwersji byty silnie sprzezone
z QTL przywracania ptodnosci pyltku na chromosomie 4R w przypadku

> Analiza obecnosci

odpowiednich populacji RIL nalezy przypuszczac, ze silny allel warunkujgcy
ekspresje cechy praktycznie nie wystepuje w materiatach polskich.

» Na obecnym poziomie zaawansowania prac trudno jest jednoznacznie

stwierdzi¢ czy genotypy, u ktorych wykryto obecnos¢ konwertowanych
markerow rzeczywiscie zawierajg silny QTL badanej cechy. Wydaje sie
jednak, ze ze wzgledu na niskg czestos¢ wystepowania markera 16404809
w obrebie form ptodnych marker ten jest dobrym kandydatem do wstepnej
selekcji potencjalnych form ojcowskich.

markerow DArT konwertowanych do warunkow
specyficznego PCR opracowanych w roku 2013 w liniach BC4F1, do ktérych
wprowadzano QTLe zlokalizowane na 1R i 4R pozwolita na zobrazowanie ich
uzytecznosci do selekcji wstecznej. Najlepszy efekt przywracania ptodnosci
pytku (restoracji) wykazywaty materiaty roslinne, ktérych profilowanie
wykazywato obecnos¢ markera 401955 sprzezonego z QTL na chromosomie
4R (Tabela 6).



Osiggniecia projektu:

>

>

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

Zidentyfikowano silne QTLe przywracania ptodnosci pytku u zyta z CMS Pampa wystepujgce w obrebie chromosomow 1R oraz 4R,
pozostate QTLe o niewielkim efekcie fenotypowym zidentyfikowano na chromosomach 3R, 4R i 5R.

Konwersja markerow DArT do warunkow specyficznego PCR umozliwita opracowanie markerdw przydatnych do selekcji wstecznej
wzgledem QTL na 1R (2 markery) i 4R (2 markery). Markery te (a w szczegolnosci markery wzgledem 4R) wykorzystano
w Krzyzowaniach wstecznych celem wzbogacenia puli linii ojcowskich o silny allel 4R.

Wybrane formy ojcowskie/restorerowe stosowane w hodowli heterozyjnej zostaty wzbogacone o QTL 4R i przekazane do hodowli.
Materiaty te charakteryzowaty sie wysokimi wartosciami pylenia wg bonitacyjnej skali ptodnosci pytku.

Markery SNP i silicoDAIT (wzgledem 4R) po konwersji do warunkoéw specyficznego PCR wykazywaty segregacje identyczng
z markerami przed konwersjg (8 markerow). W przypadku szerszej puli genowej konwertowane markery wykazywaty nizszy poziom
asocjacji z cechg co potwierdza fakt, ze materiaty polskie sg ubogie w ten allel. Uzytecznos¢ markerow wzgledem QTL na 4R wymaga
dalszej weryfikacji. Bez watpienia markery te mogg by¢ wykorzystane w przypadku selekcji wsteczne,.

Ustalono, ze markery zlokalizowane w obrebie QTLa cechy przywracania ptodnosci pytku u zyta na chromosomie 4R wykazujg
homologie sekwencji z sekwencjg loci genu przywracania ptodnosci pytku Rfm1 zlokalizowanego u jeczmienia na chromosomie 6H
oraz z sekwencjg genow MTERF (transcription termination factor) i KAP5 (keratin-associated protein 5).

Ztozono dwa projekty w ramach Postepu Biologicznego w Produkcji Roslinnej finansowanego przez MRIRW bedgce rozwinieciem
dotychczasowych badan (ze skutkiem negatywnym).
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