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Tytut zadania: Poszukiwanie markerow molekularnych genéw przywracania ptodnosci
pylku u zyta (Secale cereale L.) z CMS-Pampa.

Kierownik zadania: dr hab. Piotr T. Bednarek prof. nadz. IHAR-PIB
Cel zadania: Celem zadania jest opracowanie markerow DNA silnie sprz¢zonych z mozliwie jak
najszerszym spektrum gendw przywracania ptodnosci pytku u zyta z CMS-Pampa wystgpujacych

w obrebie badanych populacji RIL oraz okreslenie wktadu tych genéw do zmiennosci fenotypowe;.

Zadanie bylo realizowane w ramach 4 tematow badawczych:

Temat badawczy 1: Wyprowadzenie kolejnego pokolenia linii rekombinacyjnych (F9).

Cel tematu badawczego 1: Zwigkszenie czgstosci rekombinacji w obrgbie linii wsobnych populacji
RIL poprzez uzyskanie ziarniakow F9 linii rekombinacyjnych dla populacji mapujacej zyta z genami
przywracania plodnosci pytku w systemie cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylnosci typu
Pampa.

Materiaty i metody. Materiat badawczy stanowita populacja mapujgca RIL8 (RIL-A): NS 08135N/2 x
83/81 (78A-674 TUR.)/2, sktadajaca si¢ ze 110 linii prowadzona w chowie wsobnym metodg SSD.

Wyniki: W wyniku realizowanych prac uzyskano ziarniaki reprezentujace 110 linii populacji RIL9
(RIL-A): NS 08135N/2 x 83/81 (78A-674 TUR.)/2.

Whnioski: Metoda SSD umozliwia zwigkszanie czestosci rekombinacji w obrebie linii wsobnych
(prowadzac do wzrostu homozygotycznosci linii), a wyprowadzenie kolejnych pokolen przyczyni si¢
do zwigkszenia rozdzielczos$ci map genetycznych poprzez kumulacje aktéw rekombinacji.

Temat badawczy 2: Ocena wystgpowania gendw przywracania ptodno$ci pytku u zyta z CMS Pampa
na podstawie fenotypu potomstwa roslin uzyskanych w wyniku krzyzowan wstecznych formy
matecznej (S305P/00) i odpowiednich linii rekombinacyjnych (RIL8 (S60/08): S 305N/00 x SO
2R/05).

Cel tematu badawczego 2: Ocena obecnosci jadrowych gendéw przywracania ptodnosci pytku linii
RILS8 (S60/08): S 305N/00 x SO 2R/05 stanowiagcych populacje mapujaca zyta.

Wyniki: Stwierdzono wystepowanie zar6wno ptodnych jak i sterylnych form w obrgbie potomstwa
BC1F1 (56,36 % form sterylnych, ocena fen. 1-3; 7,28 % form posrednich (4-6) oraz 36,36 % form
ptodnych (7-9)). Analiza statystyczna wykazata, ze badana cecha (zaréwno dane surowe jak
I transformowane) nie ma rozktadu normalnego.

Whnioski: Brak rozkladu normalnego w przypadku form BC1F1: S305P/00 x [RIL8 (S60/08):
S 305N/00 x SO 2R/05] przy jednoczesnym wystepowaniu form o skrajnych fenotypach sprawia, ze
populacja RIL8 (S60/08): S 305N/00 x SO 2R/05 moze by¢ wykorzystana do mapowania
kontrastowego. Fakt, ze warto$¢ przywracania ptodnosci pytku dla BC1F1 oceniano na warto$ciach
srednich (dane surowe) dla materialéw odpowiadajacych danej linii rekombinacyjnej sprawia, ze
a priori cecha ma rozklad normalny wigc moze by¢ wykorzystana do mapowania cech ilosciowych.

Temat badawczy 3: Genotypowanie linii populacji mapujacej




Cele tematu badawczego 3: Uzyskanie markeréw DNA umozliwiajagcych opracowanie mapy
genetycznej dla populacji mapujacej RIL8 (S60/08): S 305N/00 x SO 2R/05.

Materiaty i metody: Wykonano izolacje genomowego DNA 148 roslin linii RIL populacji mapujacej
RIL8 (S60/08): S 305N/00 x SO 2R/05. Genotypowanie DArTseq zostalo wykonane w Diversity
Arrays Technology w Australii.

Wyniki i dyskusja: W wyniku genotypowania DArT uzyskano 47957 markerow DArTseq oraz 165163
markerow silicoDArT. Zaleta metody DArT jest znana lokalizacja chromosomowa czgsci z tych
markerow.

Whnioski: Metoda DArT umozliwita identyfikacj¢ duzej liczby powtarzalnych markerow DArTseq
i silicoDATT w obrgbie analizowanej populacji RIL8 (S60/08): S 305N/00x SO 2R/05].

Temat badawczy 4: Identyfikacja markeréw cechy (mapowanie genetyczne/ mapowanie asocjacyjne).

Cel tematu badawczego 4: Opracowanie zageszczonej mapy genetycznej oraz mapowanie genow
przywracania ptodnosci pytku.

Materialy i metody:.
1. Do opracowania mapy genetycznej (MultiPoint UltraDense) wykorzystano markery DArTseq

uzyskane dla populacji RIL8 (S60/08):S 305N/00 x SO 2R/05 .

2. Wykonano mapowanie kompozytowe (WinQTLCart) i asocjacyjne (skrypt GAPIT-R CRAN) dla
populacji BC1F1: S305P/00 x [RIL8 (S60/08):S 305N/00 x SO 2R/05].

Wyniki i dyskusja:

e Mapowanie genetyczne wykonane dla populacji RIL8 pozwolito na identyfikacje 7 grup sprz¢zen
(LG). Na mapie znalazto si¢ 256 markerow DArTseq (136 markeréw szkieletowych). Opracowana
mapa genetyczna pokrywa 620 cM. Najwigksza grupa rozciggata si¢ na obszarze 106.30 cM a
najmniejsza na 68.80 cM. Srednio na jedna LG przypada 19 markeréw szkieletowych, 17 markerow
redundantnych, 527 markeréw dodanych.

e Interwatowe mapowanie kompozytowe CIM

W wyniku mapowania kompozytowego na populacji mapujacej RIL8 (S60/08): S305N/00 x SO
2R/05 identyfikowano obecnos¢ silnego QTL w obrgbie LG6. Identyfikowany QTL rozciaga si¢ na
obszarze okoto 8cM, a w jego obrebie wystepujg 3 markery szkieletowe.

e Wielokrotne mapowanie interwatowe MIM

Analiza ta ujawnita obecno$¢ QTL w obrebie LG6. Maksimum funkcji LOD o warto$ci 4.4 wystepuje
w okolicy 40.4 cM mapy szkieletowej, a w jego obrgbie wystepuja silnie sprzezone markery oddalone
o okoto 0.06 i 0.03 cM. Na podstawie wykonanej analizy stwierdzono, ze przywracanie ptodnosci
wykazuje odziedziczalno$¢ (w waskim znaczeniu) na poziomie 25.6 %.

e Mapowanie asocjacyjne (dotyczy populacji RIL8 (S60/08): S 305N/00 x SO 2R/05)

- analiza struktury genetycznej populacji demonstruje brak wyraznych oznak strukturyzacji danych.
Biorac pod uwage, ze do tego mapowania wykorzystano populacj¢ mapujacag wyprowadzong na bazie
krzyzowania dwéch form rodzicielskich brak struktury danych byt jak najbardziej oczekiwany.

- analiza pokrewienstwa linii wchodzacych w sklad populacji pokazuje, ze przynajmniej cz¢$¢ linii
wykazuje wigksze niz nalezatoby oczekiwa¢ pokrewienstwo. Taki stan rzeczy nie ma jednak
wigkszego znaczenia dla dalszych analiz, o ile pokrewiefistwa zostang wlaczone do modelu
statystycznego.

- 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 co najmniej 4 markery DArTseq (szkieletowe) sg asocjowane z
genami przywracania ptodno$ci pytku u zyta. Mimo relatywnie silnej asocjacji tych markerow z
badang cechg charakteryzujg si¢ one relatywnie duzg wartoscig FDR (False Discovery Rate).

¢ Analiza bioinformatyczna

Analiza bioinformatyczna (UPGMA) sekwencji markeréw DNA wystepujacych w obrgbie QTL
przywracania ptodnosci pytku wykazata, ze nie sa to sekwencje redundantne. Poszukiwanie w bazach
danych sekwencji DNA wykazalo, ze przynajmniej cze¢$¢ z sekwencji markerowych jest
homologiczna do sekwencji gendow. Funkcja tych gendéw oraz ich ewentualne powigzanie ze
zjawiskiem CMS wymaga dalszych analiz.

Whioski:

1. Opracowano mape¢ genetyczng zyta dla populacji mapujacej: RIL8 (S60/08): S 305N/00 x SO
2R/05].

2. Mapowanie kompozytowe, interwatowe oraz asocjacyjne jednoznacznie sugeruja, ze obszar
genomu odpowiedzialny za kodowanie przywracania ptodnosci pytku u zyta znajduje si¢ w obrebie
LG6.

3. Identyfikowany QTL charakteryzuje si¢ relatywnie wysokim stopniem odziedziczalno$ci (okoto 26
%), natomiast asocjowane markery DArTseq zapewnityby odziedziczalno$¢ na poziomie okoto
12%.

4. Metoda mapowania kompozytowego (CIM) oraz asocjacyjnego (MA) identyfikujg identyczne
markery szkieletowe (oraz redundantne) wykazujace silne sprzezenie/asocjacje z badang cecha.

5. Pomiedzy markerami identyfikowanymi CIM 1 MA znajduje si¢ 20 markeréw dodanych, ktore
réwniez moga okazac si¢ uzyteczne w selekcji wspartej markerami molekularnymi.

6. Nalezy rowniez podkresli¢, ze wytypowane markery (asocjowane) powinny zapewni¢ sukces
selekcji na poziomie 80%.



