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 markeréw DNA silnie sprzezonych/asocjowanych
z mozliwie jak najszerszym spektrum gendéw utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt
wystepujacych w obrebie badanych populacji RIL oraz okreslenie wkiadu tych gendéw do zmiennosci

fenotypowe;j.

Zadanie bylo realizowane w ramach 4 tematow badawczych:

Temat badawczy 1: Zwigkszenie czestosci rekombinacji w obrebie linii rekombinacyjnych metoda
pojedynczych ziarniakdw (SSD) na poziomie pokolen (F4-F8).

Cel tematu badawczego 1: Zwigkszenie czestosci rekombinacji w obrebie linii wsobnych
poszczegodlnych populacji RIL poprzez uzyskanie ziarniakéw F9 linii rekombinacyjnych dla populacji
mapujacych pszenzyta z genami utrzymania sterylnosci pytku w systemie cytoplazmatyczno jadrowe;j
meskiej sterylno$ci typu Tt.

Materialy i metody: Material badawczy stanowilo 5 populacji mapujacych RIL8 prowadzonych
w chowie wsobnym metodg SSD.

Wyniki i dyskusja: Wyprowadzono kolejne pokolenie (RIL8) 5 populacji mapujacych, uzyskujac
dla populacji DB1 x RB1 oraz DB2 x RB2 po 150 linii wsobnych, a w przypadku populacji MS
114(5)-2-1 dop. x Borwo, MS 112(15)-2-1 dop. x Borwo, MS HT 352 dop. x Borwo po 250 linii.
Whioski: Metoda SSD umozliwia zwigkszanie czgstosci rekombinacji w obrebie linii wsobnych
(prowadzac do wzrostu homozygotycznosci linii), a wyprowadzenie kolejnych pokolen przyczynia si¢
do zwigkszenia rozdzielczo$ci map genetycznych poprzez kumulacj¢ aktow rekombinacji.

Temat badawczy 2: Ocena wystgpowania gendow utrzymania sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt
na podstawie fenotypu (zawigzywania ziaren) roslin uzyskanych w wyniku krzyzowan z formag
mateczng.

Cel tematu badawczego 2: Wstepna analiza wystepowania gendw utrzymania sterylnosci pytku w
obrebie linii RIL populacji mapujacej MS HT 112(15)-2-1 dop. x Borwo poprzez oceng zawigzywania
ziaren 186 form BC1F6.

Wyniki: Badana cecha byta zréznicowana. Obserwowano zarowno rosliny sterylne jak i ptodne.
Liczba ziarniakéw w klosiec — jako dane surowe, nie wykazywata rozkladu normalnego.
Wykorzystanie transformacji cechy (kwadrat znormalizowanej liczby ziarniakow w ktosie) wykazato,
ze w 2 testach dane fenotypowe po transformacji pierwiastek kwadratowy majg rozktad zblizony do
normalnego co daje podstawy do wykorzystania tych danych do dalszych analiz.

Whnioski: Wstepna analiza zawigzywania ziarniakow dla 186 genotypoéw sugeruje, ze w obrgbie
populacji RIL6: MS HT 112(15)-2-1-dop. x Borwo wystgpuja geny utrzymania sterylnosci pytku
u pszenzyta z cms Tt.

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

Cele tematu badawczego 3: Genotypowanie linii RIL6: MS HT 112(15)-2-1 x Borwo populacji
mapujacej za pomocag markerow DArT.




Materiaty i metody: Wykonano izolacje genomowego DNA 192 roélin linii RIL populacji mapujace;j
MS HT 112(15)-2-1 x Borwo. Genotypowanie DArTseq zostalo wykonane w Diversity Arrays
Technology w Australii.

Wyniki i dyskusja: W wyniku genotypowania DArT populacji RIL6: MS HT 112(15)-2-1 x Borwo
uzyskano 19967 markerow DArTseq oraz 69231 markeréw silicoDArT. Do dalszych analiz uzyto
25066 markerow (usunigto markery monomorficzne i markery zawierajace duza liczbg brakujacych
danych). Zaleta metody DArTseq jest znana lokalizacja chromosomowa cze$ci z tych markerow.

Whioski: Profilowanie populacji RIL6: MS HT 112(15)-2-1 x Borwo pozwolito na uzyskanie tacznie
25066 markerow DArTseq i silicoDArT uzytecznych do mapowania genetycznego.

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

Cel tematu badawczego 4: Mapowanie genetyczne populacji RIL6: MS HT 352 dop. x Borwo i MS
HT 112(15)-2-1 dop. x Borwo w oparciu o markery DArTseq i silicoDArT oraz poszukiwanie
markerow zwigzanych z cms Tt z wykorzystaniem populacji BC1F6: MS HT 112(15)-2-1 cms Tt x
[RIL6: MS HT 112(15)-2-1 x Borwo].

Materialy i metody:.

1. Do opracowania map genetycznych (MultiPoint UltraDense) wykorzystano markery DArTseq
i silicoDArT uzyskane dla dwdch populacji MS HT 352 dop. x Borwo oraz MS HT 112(15)-2-1
dop. x Borwo).

2. Wykonano mapowanie kompozytowe i wielokrotne mapowanie interwatowe (WinQTLCart) oraz
asocjacyjne (skrypt GAPIT-R CRAN) dla 182 linii populacji BC1F6: MS HT112(15)-2-1 cms Tt x
[RIL6: MS HT112(15)-2-1 x Borwo].

Wyniki i dyskusja:

e Mapowanie genetyczne

- wykonane dla populacji MS HT352 dop. x Borwo pozwolito na identyfikacje 21 grup sprzezen (LG).
Na mapie znalazto si¢ tacznie 5802 markerow DArTseq i silicoDArT (1718 markerow
szkieletowych). Najmniej liczna pod wzgledem liczby markerow szkieletowych LG21 skiadata si¢ z
19, za
to najliczniejsza LG4 z 117. Najdtuzsza grupa LG37 pokrywata 183,49 cM, za$ najkrotsza LG8 65,71
cM. Lacznie, wszystkie LG pokrywaly 2520 cM. Poszczeg06lne LG przypisano do odpowiadajgcych
im chromosomom na podstawie znanej lokalizacji markeréw DArT i kolinearno$ci zb6z.

- wykonane dla populacji MS 112(15)-2-1 dop. x Borwo umozliwito identyfikacj¢ 26 LG. Na mapie
znalazio si¢ tacznie 3499 markeréw DArTseq i silicoDArT (1093 markerow szkieletowych). Najmniej
liczna pod wzgledem liczby markerow szkieletowych LG22 sktadata si¢ z 7, za$ najliczniejsza LG2 z
90. Najdtuzsza grupa (LG26) pokrywata 153,49 cM, natomiast najkrotsza (LG22) 16,45 cM. Lacznie,
wszystkie LG pokrywaty 1093 cM. Poszczegélne LG przypisano do odpowiadajacych im
chromosomom na podstawie znanej lokalizacji markerow DATrT i kolinearnosci genomow zboz.

- mapy genetyczne opracowane dla populacji RIL6: MS HT 352 x Borwo oraz RIL6: MS 112(15)-2-1
dop. x Borwo charakteryzuje relatywnie wysokie zaggszczenie markerami molekularnymi.

¢ Interwalowe mapowanie kompozytowe CIM

- przeprowadzone dla populacji RIL6: MS HT 112(15)-2-1 x Borwo umozliwito identyfikacj¢ 3 QTL
determinujacych ceche meskiej sterylnosci pytku u pszenzyta z cms Tt w obrebie badanej populacji
mapujacej. QTLe identyfikowano w obrebie grup sprzezen LG16 (3R), LG19 (6B) oraz LG25 (4R).

e Wielokrotne mapowanie interwalowe MIM

Analiza ta potwierdzita obecnos¢ 3 QTLi w obrebie LG16, LG19 i LG25, co jest zgodne z
mapowaniem kompozytowym.




e Mapowanie asocjacyjne

- analiza struktury genetycznej populacji mapujacej RIL6: MS HT 112(15)-2-1 x Borwo, demonstruje
brak wyraznych oznak strukturyzacji danych. Biorac pod uwage, ze do tego mapowania wykorzystano
populacj¢ mapujacg wyprowadzong na bazie krzyzowania dwoch homozygotycznych linii
rodzicielskich brak struktury danych byt jak najbardziej oczekiwany.

- analiza pokrewienstwa linii wchodzacych w sktad populacji mapujacej RIL6: MS HT 112(15)-2-1 x
Borwo pokazuje, ze tylko cze$¢ linii wykazuje pewien stopien pokrewienstwa.

- na podstawie analizy PCA oraz analizy pokrewienstwa wybrano do dalszej analizy model
statystyczny mapowania asocjacyjnego, ktory nie uwzglednia struktury genetycznej i bierze pod
uwage pokrewienstwo badanych materiatow.

- mapowanie asocjacyjne wykazato, ze 14 istotnych markerow DArTseq/silicoDArT jest silnie
asocjowanych (od 8 do 22 %) z genami utrzymania sterylnosci. Markery te charakteryzuja si¢ niska
wartosciag FDR (za wyjatkiem trzech ostatnich markerow gdzie odpowiednie warto$ci wynosza 9, 12.5
oraz 16.2%). FDR mowi jakie jest prawdopodobienstwo, ze wykorzystanie danego markera do
ewentualnej selekcji wspartej markerami molekularnymi doprowadzi do btgdnego typowania.

Whnioski:

1. Opracowano mape¢ genetyczng dla populacji RIL6: MS HT 352 x Borwo o $rednim pokryciu
genomu wynoszacym jeden marker na 1,62 cM.

2. Opracowano mape¢ genetyczng dla populacji RIL6: MS HT 112(15)-2-1 x Borwo o $rednim
pokryciu genomu wynoszacym jeden marker na 2,00 cM.

3. Mimo wysycenia mapy genetycznej markerami SNP obserwowano obszary pozbawione markerdw.
Takie luki sg wynikiem rzadkich aktow rekombinacji w niektorych obszarach genomu.

4. Na podstawie znanej lokalizacji chromosomowej markerow DArTseq i silicoDArT poszczegolne
grupy sprzezen populacji MS HT 112(15)-2-1 dop. x Borwo przypisano do chromosoméw
pszenicznych genomu pszenzyta. Natomiast na podstawie kolinearno$ci genomow zboz przypisano
grupy sprzezen do chromosoméw zyta.

5. Analiza CIM wykazata, ze w obrgbie populacji MS HT 112(15)-2-1 dop. x Borwo za utrzymanie
sterylnosci pytku moga odpowiada¢ 3 QTL, ktére lokalizuja si¢ na chromosomach 3R, 4R oraz 6B.

6. Wielokrotne mapowanie interwalowe potwierdzito wyniki CIM, wskazujac na QTL na 4R jako
najistotniejszy dla ekspresji cechy w obrebie populacji MS HT 112(15)-2-1 dop. x Borwo.

7. Mapowanie asocjacyjne wykazato obecnos¢ jednego QTL na chromosomie 4R. Lokalizacja tych
markeréw jest identyczna z lokalizacja QTL okreslong na podstawie mapowania kompozytowego
1 wielokrotnego mapowania interwatowego. Mapowanie asocjacyjne nie wykrylo QTL cechy na
innych chromosomach gatunku w obrgbie badanej populacji mapujacej MS HT 112(15)-2-1 dop. X
Borwo.

8. Uzyskane wyniki potwierdzaja wielogenowych charakter cechy. Niemniej poraz pierwszy udato si¢
identyfikowac silny QTL oraz markery charakteryzujace si¢ silng asocjacja/sprzezeniem z cecha.



