Lp. w zal. do Rozporzadzenia MRiRW: 15

Tytut zadania: Poszukiwanie markeréw molekularnych genéw 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
sprzezonych/asocjowanych z mozliwie szerokim spektrum genow utrzymania sterylnosci
pytku u pszenzyta z cms Tt wystepujacych w obrebie badanych populacji RIL oraz okreslenie
wktadu tych genéw do zmiennosci fenotypowe;.

Temat badawczy 1: Zwigkszenie czgsto$ci rekombinacji w obrebie linii rekombinacyjnych
metodg pojedynczych ziarniakéw na poziomie pokolen (F5-F8).

Cel tematu badawczego 1: Zwigkszenie czgstosci rekombinacji w obrebie linii wsobnych
poszczeg6lnych populacji RIL poprzez uzyskanie ziarniakéw F7 linii rekombinacyjnych dla
populacji mapujacych pszenzyta z genami utrzymania jatowosci pylku w systemie
cytoplazmatyczno jadrowej meskiej sterylnosci typu Tt.

Materialy i metody: Materiat badawczy stanowilo 5 populacji mapujacych RIL6
prowadzonych w chowie wsobnym metoda pojedynczych ziarniakow. Czgsto$¢ rekombinacji
zobrazowano za pomoca programu GGT2 dla jednej z wybranych linii RIL (RIL5: DB1 x
RB1).

Wyniki i dyskusja: Uzyskane wyniki dla populacji mapujacej RIL5: DB1 x RB1 pokazuja
zroznicowanie genomu linii badanej populacji mapujacej o czym $wiadczy naprzemienne
wystepowanie krotkich fragmentow DNA pochodzacych od réznych form rodzicielskich.
Nalezy oczekiwa¢, ze rowniez w przypadku pozostatych populacji mapujacych RIL czestos¢
rekombinacji ulegta zwigkszeniu a dalsze prowadzenie materiatow roslinnych metoda SSD
doprowadzi do pogtebienia si¢ obserwowanych zmian.

Whioski: Metoda SSD umozliwia zwigkszania czgstoSci rekombinacji w obrebie linii
wsobnych oraz wskazanym jest wyprowadzanie kolejnych pokolen linii populacji mapujacych
metoda SSD celem kumulowania aktow rekombinacji w obrebie poszczegolnych genotypow.

Temat badawczy 2: Ocena wystgpowania gendw utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z

cms Tt na podstawie fenotypu roslin uzyskanych w wyniku krzyzowan wstecznych z forma
meskosterylna.

Cele tematu badawczeqgo 2:

e Okreslenie wystgpowania genOw utrzymania sterylno$ci pytku w obrgbie linii RIL
populacji mapujacych poprzez fenotypowanie roslin BC1F5: DB1 x [RILS: DB1 x RBI],
BC1F5: DB2 x [RIL5: DB2 x RB2] oraz BC1F5: MS 112(15)-2-1 cms Tt x [RIL5: MS
112(15)-2-1-dop. x Borwo].

e Przygotowanie do oceny wystepowania genéOw utrzymania sterylnosci pytku w obrebie
linii populacji mapujacych RILS: MS 112(15)-2-1dop. x Borwo oraz RIL6: MS HT 352 dop.



x Borwo poprzez wykonanie krzyzowan BC1F5: MS 112(15)-2-1 cms Tt x [RIL5: MS 112
(15)-2-1 dop x Borwo] oraz BC1F6: MS HT 352 cms Tt x [MS HT 352 dop x Borwo] i
uzyskanie odpowiednich ziarniakow.

Materialy i metody. Materiat do badan stanowity rosliny BC1F5: DB1 x [RIL5: DB1 x RB1],
BC1F5: DB2 x [RIL5: DB2 x RB2] oraz BC1F5: MS 112(15)-2-1 cms Tt x [RIL5: MS
112(15)-2-1-dop. x Borwo], u ktorych badano stopien zawigzywania ziarniakow.

Linie populacji RIL6: MS HT 352 dop x Borwo oraz RIL5: MS 112(15)-2-1 dop x Borwo
krzyzowano wstecznie z formami matecznymi tych populacji na cms Tt. Dla kazdej populacji
wykonano ponad 250 krzyzowan wstecznych.

Wyniki i dyskusja: Okreslenie czy linie rekombinacyjne prowadzone na cytoplazmie

normalnej (niesterylizujacej) zawierajg geny utrzymania sterylnosci pyltku w systemie z
cytoplazmatyczng meska sterylnoscig jest mozliwe poprzez wykonanie krzyzowania formy
matecznej prowadzonej na cytoplazmie sterylizujacej 1 linii rekombinacyjnych
poszczeg6lnych populacji. Potomstwo powstate w wyniku takich krzyzowan bedzie albo
sterylne (jezeli geny utrzymania sterylnosci sg obecne) albo ptodne. W przypadku populacji
BC1F5: DB1 x [RIL5: DB1 x RB1], BC1F5: DB2 x [RIL5: DB2 x RB2] oraz BC1F5: MS
112(15)-2-1 cms Tt x [RIL5: MS 112(15)-2-1-dop. X Borwo] stwierdzono zréznicowanie w
zawigzywaniu ziaren u poszczegolnych form populacji. Identyfikowano zaréwno formy, ktére
praktycznie nie zawigzywaly ziarniakow jak i takie, ktore dawaty ich ponad 70 w klosie.
Analiza rozktadu cechy wykonana dla populacji BC1F5: DB1 x [RIL5: DB1 x RB1] oraz
BC1F5: DB2 x [RIL5: DB2 x RB2] wykazata, ze ma ona rozktad normalny. Uzyskane dane
demonstruja, ze omawiane populacje zawierajg geny utrzymania sterylnosci pytku u
pszenzyta z cms Tt i moga by¢ wykorzystane do mapowania cechy.

Zawigzywanie ziarniakow w przypadku krzyzowan wstecznych realizowanych dla BCI1FS5:
MS 112(15)-2-1 cms Tt x [RIL5: MS 112(15)-2-1 dop x Borwo] oraz BC1F6: MS HT 352
cms Tt x [RIL6: MS HT 352 dop x Borwo] przebieglo pomyslnie i umozliwito uzyskanie
ziarniakow BC1F5 oraz BC1F6 odpowiadajacych 235 1 265 liniom RIL populacji RILS: MS
112(15)-2-1 dop x Borwo i RIL6: MS HT 352 dop x Borwo. Linie te zostang ocenione pod
katem zawigzywania ziarniakow w przysztym roku, a nastgpnie wykorzystane do mapowania
cechy.

Whioski: Na podstawie danych dotyczacych zawigzywania ziaren w BC1F5: DB1 x [RIL5:
DB1 x RB1], BC1F5: DB2 x [RIL5: DB2 x RB2] oraz BC1F5: MS 112(15)-2-1 cms Tt X
[RIL5: MS 112(15)-2-1-dop. x Borwo], stwierdzono w obrebie odpowiednich populacji RILS:
DB1 x RB1, RIL5: DB2 x RB2 oraz RIL5: MS 112(15)-2-1-dop. X Borwo wystepowanie
genoOw utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt. W przypadku krzyzowan
wstecznych realizowanych dla BC1F5: MS 112(15)-2-1 cms Tt x [MS 112(15)-2-1dop. X
Borwo] i BC1F6: MS HT 352 cms Tt x [RIL6: MS HT 352 dop x Borwo] zawigzywanie
ziarniakow przebieglo pomyslnie.

Temat badawczy 3: Markerowanie genetyczne (DArTseq) linii rekombinacyjnych.




Cel tematu badawczego 3: Genotypowanie linii RIL5: DB1 x RB1 populacji mapujacej za
pomoca markerow DArTseq.

Materialy i metody. Materialem badawczym byly preparaty DNA 192 linii RIL populacji
mapujacej RIL5: DB1 x RB1 wraz z kontrolami. Analiza molekularna zostata wykonana w
firmie Diversity Arrays Technology P/L w Australii.

Wyniki i dyskusja: Metoda DArTseq umozliwita uzyskanie duzej liczby markerow
genetycznych, ktora wielokrotnie przekracza mozliwosci metody SSR czy DArT. Dodatkowa
zaleta metody DArTseq jest znana lokalizacja chromosomowa czesci z tych markeréw. W
wyniku genotypowania populacji RILS: DB1 x RB1 uzyskano 16110 markerow DArTseq w

postaci macierzy z segregacjami. Po usuni¢ciu markeréw monomorficznych oraz
wykazujacych ponad 95% braki ostatecznie dysponowano 11600 markerami, ktére mogly
by¢ wykorzystane w kolejnych etapach Projektu.

Whioski: Profilowanie populacji RIL5: DB1 x RB1 umozliwito uzyskanie 11600 markerow
DArTseq o pozadanej segregacji i dopuszczalnej liczbie brakujacych danych uzytecznych do
mapowania genetycznego.

Temat badawczy 4: Identyfikacja markerow gendéw utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta
z cms Tt (mapowanie genetyczne/mapowanie asocjacyjne).

Cel tematu badawczego 4: Identyfikowanie QTLi warunkujacych utrzymanie sterylnosci
pytku z wykorzystaniem mapowania kompozytowego w oparciu o mapowanie genetyczne i

badang cech¢ oraz mapowania asocjacyjnego.

Materialy i metody: Do opracowania map genetycznych wykorzystano markery DArTseq
uzyskane dla populacji RIL5: DB1 x RB1. Mapy genetyczne konstruowano z
wykorzystaniem programu MultiPoint. Mapowanie kompozytowe dla populacji RIL5: DB1 x
RB1 oraz RIL5: MS 112(15)-2-1dop. x Borwo wykonano w programie WinQTL
Cartographer. Istotno$¢ QTLi okreslano na podstawie testu permutacji (1000). Mapowanie
asocjacyjne przeprowadzono w programie TASSEL. Markery asocjowane z cechg
identyfikowano stosujgc ogélny model liniowy (General Linear Model - GML).

Wyniki i dyskusja: Mapowanie genetyczne wykonane dla populacji RIL5: DB1 x RB1
umozliwilo identyfikacj¢ dwudziestu dwoch grup sprzezen. Na mapie szkieletowej znalazto
si¢ 637 markeréw, 2705 markerow redundantnych oraz 3053 markerow aproksymowanych.
Lacznie, wszystkie grupy sprzezen pokrywaly 1432 cM, przy czym S$rednio markery
wystepowaty co 2,17 ¢cM. Mapowanie pordwnawcze umozliwito przypisanie czgsci grup
sprzezen do chromosomow gatunku. Interwalowe mapowanie kompozytowe dla populacji
RIL5: DBI x RB1 wykazato obecnosci QTLa determinujacego ceche meskiej sterylnosci
pytku u pszenzyta z cms Tt w grupie sprz¢zen przypisanej do chromosomu 4A. Najblizej
maksimum QTLa, w odlegtosci 0,2 cM, znalazt si¢ marker DS3610112TC11. Dla tego
markera zidentyfikowano 3 markery redundantne: DS3604977AG23, DS4348966GC15 i
DS3610112TC11. Warto$¢ wytlumaczonej wariancji cechy w identyfikowanym locus
wynosita 32%. W wyniku mapowania asocjacyjnego identyfikowano szereg markeroéw




asocjowanych z QTL utrzymania sterylnosci pytku dla populacji RILS: DB1 x RB1. Markery
te byly przypisane do chromosomu 4A, 1B i 3B. Zbyt mata liczba danych fenotypowych
uniemozliwita identyfikacje markerow cms Tt dla populacji RIL5: MS 112(15)-2-1dop. x
Borwo poprzez zastosowanie mapowania kompozytowego. Mapowanie asocjacyjne sugeruje
jednak, ze QTL odpowiedzialny za utrzymanie sterylnosci pylku u pszenzyta z cms Tt
lokalizuje si¢ na chromosomach 1A i 2B. Przebadane do tej pory populacje mapujgce
wykazujg zréznicowanie co do QTLi genow utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms
Tt. Uzyskane dane sg zgodne z wynikami innych autoréw, ktorzy pokazujg ztozonos$¢ cechy
utrzymania sterylno$ci pytku u pszenzyta z cms Tt, ktora jest warunkowana wieloma genami.
Takie zré6znicowanie moze si¢ okaza¢ korzystne do okreslenia roli poszczegdlnych genow w
ekspresji badanej cechy oraz wskazaniu wzajemnej relacji pomiedzy QTLami. W efekcie
pomoze w lepszym zrozumieniu zjawiska meskiej sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt.

Whioski:

e Opracowano mape¢ genetyczng dla populacji RIL5: DB1 x RB1 sktadajaca si¢ z 22 grup
sprzezen o $rednim pokryciu genomu wynoszacym jeden marker na 2,2 ¢cM. Na podstawie
znanej lokalizacji chromosomowej markerow DArTseq poszczegdlne grupy sprzg¢zen
przypisano do chromosoméw pszenicznych. Brak analogicznych danych dla Zzyta nie dat
mozliwos$ci przypisania grup sprz¢zen do chromosomow zytnich.

e Interwalowe mapowanie kompozytowe (CIM) wykazato, ze w obrgbie populacji RILS:
DBI1 x RBI1 za utrzymanie sterylno$ci pylku moze odpowiada¢ co najmniej jeden gen
lokalizujacy si¢ na chromosomie 4A. Mapowanie asocjacyjne umozliwito wytypowanie
szeregu markerow asocjowanych z QTL utrzymania sterylnosci pytku dla populacji RILS:
DB1 x RB1. Markery te byly przypisane do chromosomu 4A, 1B 1 3B.

e Zbyt mala liczba danych fenotypowych uniemozliwita identyfikacj¢ markerow cms Tt
dla populacji RIL5: MS 112(15)-2-1dop. x Borwo poprzez zastosowanie mapowania
kompozytowego. Mapowanie asocjacyjne sugeruje jednak, ze QTL odpowiedzialny za
utrzymanie sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt lokalizuje si¢ na chromosomach 1A 1 2B.



