Lp. w zal. do Rozporzadzenia MRiRW: 15

Tytut zadania: Poszukiwanie markerow molekularnych gen6w utrzymania sterylnosci
pylku u pszenzyta z cms Tt.

Kierownik zadania: prof. dr hab. Piotr T. Bednarek

Cel zadania: Celem zadania jest opracowanie markerow DNA silnie sprzezonych/asocjowanych
z mozliwie jak najszerszym spektrum gendéw utrzymania sterylnosci pylku u pszenzyta z cms Tt
wystepujacych w obregbie badanych populacji RIL oraz okreslenie wktadu tych gendéw do zmienno$ci

fenotypowe;.

Zadanie bylo realizowane w ramach 3 tematéow badawczych:

Temat badawczy 1: Wyprowadzenie BC1F8 celem okres$lenia fenotypu linii F8.

Cel tematu badawczego 1:

1. Analiza wystgpowania gendw utrzymania sterylnosci pytku w obrebie linii RIL8 pokolenia F1 trzech
populacji mapujacych: DB1 x RB1, DB2 x RB2, MS 112(15)-2-1 dop. x Borwo poprzez oceng
zawigzywania ziaren roslin BC1F8.

2. Wykonanie krzyzowan MS 114(5)-2-1 cms Tt x [RIL8: MS 114(5)-2-1 dop. x Borwo], MS HT 352
cms Tt x [RIL8: MS HT 352 dop. x Borwo] i uzyskanie ziarniakéw F1.

Materialy, metody 1 wyniki:

1. Zawigzywanie ziarniakdw oceniono poprzez ich zliczanie w ktosie dla kazdej z badanych form.
Rozktad cechy weryfikowano w programie XIStat (http://www.xlIstat.com/en/).

Ib genotypow ocena fenotypowa rozklad
populacja mapujaca uzytych do (zawiazywanie ziarniakow) normalny
krzyzowania — 1b genotypow cechy
BC1F8 DBI x RB1 150 108 nie
BC1F8 DB2 x RB2 150 142 tak
BC1F8 | MS 112(15)-2-1 dop. x Borwo 200 165 nie
BC1F8 | MS 114(5)-2-1 dop. x Borwo 200 - -

Wnhioski:

Wstepne analizy zawigzywania ziarniakow dla 3 badanych populacji sugeruja, ze w obrebie tych
populacji wystepuja geny utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt, a badana cecha spetnia
kryteria niezbedne do mapowania ilosciowego z wykorzystaniem markerow DNA.

Temat badawczy 2: Genotypowanie (DArTseq/silicoDArT) linii rekombinacyjnych.

Cel tematu badawczego 2: Genotypowanie linii RIL8: DB2 x RB2.
Materiaty i metody:

Materiat badawczy stanowily preparaty DNA 188 linii RIL populacji mapujacej RIL8: DB2 x RB2
prowadzonej na normalnej cytoplazmie wraz z 4 kontrolami eksperymentalnymi i1 formami
rodzicielskimi. Przygotowano 2 plytki po 94 preparaty. Analiza zostata wykonana w firmie DArT PL.
Wyniki:

W wyniku genotypowania populacji RIL8: DB2 x RB2 uzyskano 22927 markerow DArTseq oraz 40012
markeréw silicoDArT (lgcznie 62939 markerow DArT). Usunigto markery monomorficzne

1 markery wykazujace braki powyzej 70%. Liczba markerow uzytecznych do dalszych analiz wyniosta
51904.



Temat badawczy 3: Identyfikacja markeréw cechy (mapowanie genetyczne i/lub asocjacyjne).

Cel tematu badawczego 3:

1. Mapowanie genetyczne populacji RILS: DB2 x RB2 w oparciu o markery DArTseq i silicoDATrT.
2. Poszukiwanie markeréw zwigzanych z QTLami utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt
z wykorzystaniem populacji BC1F8: DB2 x [DB2 x RB2].

Materialy 1 metody:

Do opracowania mapy genetycznej wykorzystano markery DArTseq 1 silicoDArT uzyskane w 2018
w  wyniku genotypowania populacji RIL8: DB2 x RB2. Mapg genetyczng konstruowano
z wykorzystaniem programu MultiPoint (Ultra Dense).

Mapowanie kompozytowe QTL gendéw utrzymania sterylnosci pytku w systemie z cms Tt
u pszenzyta dla populacji RIL8: DB2 x RB2 w oparciu o markery DArTseq i silicoDArT uzyskane
w wyniku genotypowania oraz dane fenotypowe uzyskane w wyniku analizy zawigzywania ziarniakow
w obrebie populacji BC1F8: DB2 x [RILS: DB2 x RB2] wykonano dla 184 form w programie
WinQTLCartographer. Istotnos¢ QTLi okreslano na podstawie testu permutacji (1000).

Wyniki:

Mapowanie genetyczne wykonane dla populacji RIL8: DB2 x RB2 umozliwito identyfikacje 21 grup
sprz¢zen (LG). Na mapie znalazto si¢ tacznie 2069 markerow (849 markerow szkieletowych 1 1220
redundantnych). Najmniej liczna pod wzglgdem liczby markerow szkieletowych grupa sprzezen (LG12)
sktadata si¢ z 15, natomiast najliczniejsza (LG9) z 81 markerow DArTseq 1 silicoDArT. Najdtuzsza
grupa (LG9) pokrywata 174,77 cM, natomiast najkrotsza (LG1) 35,72 cM. Lacznie, wszystkie grupy
sprzezen pokrywaty 2270,72 ¢cM, przy czym $rednio markery wystepowaty co 2,67 cM. Najwieksza
luk¢ pomiedzy markerami obserwowano w przypadku grupy LG21 (36,43 cM). Na podstawie
markerow DArTseq i silicoDArT o znanej lokalizacji chromosomowej 7 grup sprz¢zen przypisano do
genomu A, 7 genomu do B pszenicy oraz 7 do genomu R Zyta.

Interwatowe mapowanie kompozytowe bazujace na populacji RILS: DB2 x RB2 Borwo umozliwito
identyfikacj¢ 4 QTL determinujacych cechg meskiej sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt w obrebie
badanej populacji mapujacej. Analize¢ wykonano przy parametrach "Walk Speed' - 2 "Window Size' - 2
1 'Markers' — 10. Test permutacji (1000 permutacji) wykazat istotno$¢ tych QTL. przy czym punktem
odciecia wszystkich QTL byta warto$¢ 3.7 LOD. QTLe identyfikowano w obrebie grup sprzezen LG7
(1B). LG10 (3B). LG20 (5B) oraz LG6 (6A).

PODSUMOWANIE

1. Analiza statystyczna rozktadu cechy dla form BC1F8: DB1 x [DB1 x RB1] i MS HT 112(15)-2-1
cms Tt x [RIL8: MS HT 112 (15)-2-1 dop. x Borwo] wykazata. ze badana cecha nie ma rozktadu
normalnego.

2. Analiza statystyczna rozktadu cechy dla form BCIF8: DB2 x [DB2 x RB2] wykazala.
ze badana cecha ma rozktad normalny.

3. Opracowano mape genetyczng dla populacji RILS: DB2 x RB2 o $rednim pokryciu genomu (wzigto
pod uwage wylacznie markery szkieletowe) wynoszacym jeden marker na 2.92 cM.

4. Mimo wysycenia mapy genetycznej markerami DArTseq i silicoDArT obserwowano obszary
pozbawione markeréw, ktore sa wynikiem rzadkich aktéow rekombinacji w niektérych obszarach
genomu.

5. Analiza CIM wykazata. ze w obrgbie populacji RIL8: DB2 x RB2 za utrzymanie sterylnosci pytku
moga odpowiada¢ co najmniej 4 QTL lokalizujace si¢ na chromosomach 1B. 3B. 5B oraz 6A. Na
szczegolng uwage zastluguja QTL na 1B 1 6A ze wzgledu na wysoka odziedziczalno$¢ tych QTLi.

6. Wielokrotne mapowanie interwatowe (MIM) potwierdzito obecno$¢ dwoch QTLi lokalizujacych sie
na chromosomach 1B oraz 6A.

7. Uzyskane wyniki potwierdzaja wielogenowych charakter cechy.

8. Mapowanie genetyczne w polgczeniu z mapowaniem kompozytowym oraz mapowaniem
wielokrotnym umozliwito identyfikacj¢ markerow silnie sprz¢zonych z QTL-ami cechy.



