Lp. w zal. do Rozporzadzenia MRiRW: 21.

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

Kierownik zadania: dr hab. P. Bednarek prof. IHAR-PIB

Temat badawczy 1: Zwigkszenie czestosci rekombinacji w obrebie linii rekombinacyjnych metoda
pojedynczych ziarniakdw na poziomie pokolen Fs-F;

Cel

Zwigkszenie czgstosci rekombinacji w obrebie linii wsobnych poszczegolnych populacji RIL poprzez
uzyskanie ziarniakow Fs-F; linii rekombinacyjnych dla populacji mapujacych zyta z genami
przywracania plodnosci pylku w systemie cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylnosci typu
pampa.

Materialy i metody

Materiat do wyprowadzenia kolejnych pokolen RIL stanowily nastepujace populacje mapujace:

1. S 60/08 (S 305N/00*SO 2R/05): pokolenie F¢/F7; DANKO Sp. z 0.0.

2. S 64/04/01 (S 305N/00*SO 37R/05): pokolenie F¢/F;; DANKO Sp. z 0.0.

3. RIL-A; pokolenie Fs/Fg; PHR Sp. z 0.0.

4. RIL-B; pokolenie Fs/Fs; PHR Sp. z 0.0.

Populacje mapujace na normalnej cytoplazmie prowadzono w chowie wsobnym metoda pojedynczych
ziarniakdw. Zebrane ziarniaki wysiano w celu uzyskania kolejnych pokolen RIL (warunki polowe).
Czestotliwos¢ rekombinacji badano w przypadku poszczegodlnych linii populacji RIL-A. W tym celu
z lidci roslin odpowiadajacych liniom populacji RIL wyizolowano DNA. Preparaty DNA poddano
profilowaniu metodg DArTseq. Wykonano mapowanie genetyczne w programie MultiPoint
UltraDense (demo). Czestotliwosé rekombinacji w przypadku populacji RIL-A badano przy pomocy
programu Graphical GenoTypes Software (GGT2).

Wyniki
Analiza grup sprzgzen dla populacji RIL-A ukazuje wysoki poziom zréznicowania poszczegdlnych
linii. Stwierdzono wystgpowanie pochodzacych od dwoch form rodzicielskich fragmentow DNA
0réznej dlugosci. Wystgpowanie krotkich obszar6w DNA pochodzacych od jednej z form
rodzicielskich $§wiadczy o kumulacji aktow rekombinacji na krétkich fragmentach genomu dla
analizowanych linii z populacji RIL-A. Nie we wszystkich grupach sprzezen obserwuje si¢ jednak
dostatecznie wysoki stopien przetasowania genomow rodzicielskich.

Dyskusja

Metoda pojedynczych ziarniakdéw pozwala na uzyskanie kolejnych pokolen RIL. W rezultacie

nastgpuje zwiekszenie poziomu homozygotycznosci. Zwigkszeniu ulega roéwniez czestotliwosé

rekombinacji, ktéra ma istotny wplyw na rozdzielczo$¢ map genetycznych oraz proby okreslenia
obszaru genomu zwigzanego z dang cechg. Przetasowanie genomow nie jest jednak dostatecznie silne.

Zwigkszona czesto$¢ rekombinacji pozwala na identyfikacj¢ lokalizacji cechy z wicksza doktadnoscia,

gdyz obszar lokalizacji cechy jest zawezany do mniejszego fragmentu genomu. Obserwowany wzrost

czestosci rekombinacji nie jest jednak dostateczny i nalezy dazy¢ do jego zwickszenia poprzez dalsze
prowadzenie materiatow roslinnych metoda SSD.

Whnioski

1. Metoda SSD zwigksza czgstos¢ rekombinaciji w obrgbie linii wsobnych.

2. W obrebie niektorych grup sprzezen wystepuja obszary genomu, ktore tylko w niewielkim stopniu
ulegly rekombinacji. Obszary te moga by¢ stabo wysycone markerami molekularnymi, co moze
powodowac problemy z identyfikacja markerow silnie sprzezonych z genami cechy.

3. Wskazanym jest wyprowadzanie kolejnych pokolen linii populacji mapujacych metoda SSD celem
kumulowania aktow rekombinacji w obrebie poszczegolnych genotypow.

Temat badawczy 2: Ocena wystepowania genow przywracania ptodnos$ci pytku u zyta z cms pampa na

podstawie fenotypu roslin uzyskanych w wyniku krzyzowan wstecznych z forma mateczna

Cel

1. Ocena obecnosci jadrowych gendw przywracania ptodnosci pytku linii RIL populacji mapujacych
zyta (BCR-A i BCR-B).




2. Wstep do oceny obecnosci jadrowych gendéw przywracania ptodnosci pytku linii RIL populacji
D(N)*R(P) S60/08 (BC1F6).

Materialy i metody

Materiat do badan stanowity rosliny BC;F, (BCR-A i BCR-B), u ktérych badano ptodnosc

poszczegblnych linii. Ocena ptodnosci roslin zostata opracowana na podstawie bonitacyjnej skali

pylenia Geigera. Rozktad cechy oceniono w programie XL Stat (Addinsoft).

Ze wzgledu na wyniki fenotypowania populacji BC1F, (S305P/00 x S 60/08) uzyskane w ubieglych

latach powtdrzono doswiadczenie polowe polegajace na wyprowadzeniu populacji wstecznych

opartych o linie RIL S 60/08. Wyprowadzono populacje BC;Fs uzyskane w wyniku krzyzowania

3 form matecznych (linia meskosterylna z cms pampa — S305P/00, oraz dwa pojedyncze mieszance

sterylne SIN 2 i CSIN 168) z liniami populacji mapujacej S 60/08 (na cytoplazmie normalnej).

Ziarniaki BC;Fs wysiano w pole celem fenotypowania w roku 2015.

Wyniki

W obrebie populacji BCR-A stwierdzono, ze formy sterylne stanowily 51,1% tej populacji, natomiast

formy ptodne — 41,1%. Formy po$rednie stanowily 7,7% populacji. Cecha nie ma rozktadu zgodnego

z normalnym. W populacji BCR-B dominowaty formy ptodne i sterylne, nie stwierdzono

wystepowania form posrednich.

Dyskusja

Okreslenie czy linie rekombinacyjne prowadzone na cytoplazmie normalnej (niesterylizujacej)

zawieraja geny przywracania plodnosci pytku w systemie z cytoplazmatyczng meska sterylnoscia jest

mozliwe poprzez wykonanie krzyzowania odpowiedniej linii matecznej na cms P z liniami
rekombinacyjnymi populacji mapujacej. Potomstwo powstate w wyniku takich krzyzowan powinno
wykazywac zréznicowanie cechy. Bonitacyjna skala ptodnosci pytku pokazata, ze oceniane pod
wzgledem plodnosci pytku populacje sa w znacznej mierze pozbawione form cze§ciowo ptodnych,

a dominujg linie sterylne i plodne. Zaréwno populacja RIL-A jak i RIL-B nie majg rozktadu

normalnego. Wystepowanie skrajnych form moze jednak by¢ wykorzystane do mapowania

kontrastowego i podwyzszy¢ rozdzielczo$¢ mapowania.

Whioski

1. W obrebie badanych populacji wystepuja geny przywracania ptodno$ci pytku.

2. Brak rozktadu normalnego dla populacji BCR-A jak tez BCR-B, brak fenotypoéw czesciowo
ptodnych i przewaga sterylnych oraz ptodnych sprawia, ze dostgpne dane moga by wykorzystane
do mapowania kontrastowego, ktére zwicksza rozdzielczos¢ mapowania kompozytowego
W obszarze lub obszarach kodujacych ceche.

Temat badawczy 3: Markerowanie genetyczne (DArTseq) linii rekombinacyjnych RIL-A i RIL-B
(pokolenie F4)

Cel

Uzyskanie markerow DNA umozliwiajacych opracowanie wstgpnych map genetycznych dwoch
populacji mapujacych, okreslenie, czy w populacjach wystepuja klony oraz czy nie wystgpuje
strukturyzacja form.

Materialy i metody

Material roslinny do analiz molekularnych zostat dostarczony w postaci lisci reprezentujacych 149
linii populacji RIL (RIL-A — 110 form, RIL-B — 39 form). Izolacje genomowego DNA wykonano
zgodnie z procedurg rekomendowang przez dostawce zestawow do izolacji (Plant DNeasy MiniKit).
DNA charakteryzowano spektrometrycznie. Czystos¢ i integralno$¢ poszczegoélnych preparatow
weryfikowano na zelach agarozowych. Analiza DArTseq dla linii populacji rekombinacyjnych zyta
zostala przeprowadzona w firmie Diversity Arrays Technology Pty Ltd, Canberra, Australia. Analizg
skupien wykonano metodag Ward'a w programie PAST.

Wyniki

W wyniku analiz dla obu populacji RIL uzyskano 14 222 markery DArTseq oraz 57 209 markerow
SilicoDArT. Nie stwierdzono wystepowania klonéw i strukturyzacji form w badanych populacjach
RIL.

Dyskusja

Zastosowanie metody DArTseq przyczynito si¢ do opracowania duzej liczby markerow. Metoda ta
wyr6znia dwa typy markerow: DArTseq i SilicoDArT. Pierwsze to wynik zmiennos$ci pojedynczych
nukleotydow identyfikowanych dla okre$lonych sekwencji genomowych (SNP). Markery SilicoDArT
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sa wynikiem zmienno§ci w obrebie miejsca restrykcji rozpoznawanego przez restryktaze

wykorzystywana do redukcji ztozono$ci genomu. Ich wykorzystanie moze by¢ ograniczone do

zaggszczania map szkieletowych opartych o markery DArTseq. Markery DArTseq stanowig okoto

20-25% wszystkich markerow identyfikowanych ta metoda. Niemniej ich liczebnos$¢ jest relatywnie

wysoka w poréwnaniu z liczebnosciag markeréw DArT wykorzystywanych w latach ubiegtych. Do

oceny zroznicowania form populacji RIL-A i RIL-B wykorzystano markery DArTseq, ktore na
podstawie analizy skupien wykazaty, ze obie populacje nie majg cech strukturyzacji.

Whnioski

1. Metoda DArTseq umozliwita identyfikacje duzej liczby markeréw SNP identyfikowanych
W obrgbie dwodch populacji mapujacych.

2. Liczba markerow DArTseq byta kilkakrotnie mniejsza niz liczba markerow SilicoDArT, co
pokazuje, ze zmienno$¢ w obrebie miejsc restrykcji rozpoznawanych przez endonukleazg metody
jest wicksza niz zmienno$¢ wykrywana poprzez sekwencjonowanie nowej generacji.

3. Liczba markerow uzytecznych do tworzenia map szkieletowych bazujacych na markerach
DATrTseq jest wyzsza niz liczba markerow DATrT.

4. Populacje mapujace RIL-A i RIL-B nie wykazuja cech strukturyzacji danych.

Temat badawczy 4: Identyfikacja markerow cechy (mapowanie genetyczne/mapowanie
kompozytowe/mapowanie asocjacyjne dla przeanalizowanych populacji mapujgcych)

Cel

Opracowanie wstepnych map genetycznych populacji mapujacych RIL-A i RIL-B oraz mapowanie
asocjacyjne i kompozytowe gendw przywracania ptodnosci pytku.

Material i Metody

Mapowanie genetyczne dla populacji RIL-A oraz RIL-B wykonano w programie
MultiPointUltraDenese (demo) z wykorzystaniem markerow DArTseq oraz wybranych markerow
SilicoDArT. Mapowanie kompozytowe zostato wykonane w programie Windows QTL Cartographer
na podstawie wynikdw fenotypowania poszczegdlnych form badanych populacji z wykorzystaniem
markerow DArTseq i na bazie uzyskanej mapy genetycznej. Mapowanie asocjacyjne zrealizowano
w programie TASSEL na markerach DArTseq oraz SilicoDArT. Markery asocjowane z cechg
identyfikowano stosujac ogolny model liniowy (General Linear Model - GLM) oraz wielokrotny
model liniowy (Multiple Linear Model - MLM). Niezrownowazenie sprz¢zen LD (ang. linkage
disequlibrium - nierownowaga sprzgzen) obliczono w programie GGT2.

Wyniki

Dla obydwu populacji (RIL-A i RIL-B) na podstawie dostepnych po analizach DArTseq markerow
molekularnych uzyskano mapy genetyczne. Mapa genetyczna populacji RIL-A zawierata 8 grup
sprzezen. Mapa genetyczna populacji RIL-B zawierata 13 grup sprz¢zen. Brak danych o lokalizacji
markerow DArTseq na mapach genetycznych zyta uniemozliwil okreslenie, ktore grupy sprzgzen
odpowiadaja ktérym chromosomom genomu zytniego. Analiza niezrownowazenia sprzezen wykazatla,
ze maksymalny dystans pomigdzy markerami dla populacji RIL-A oraz RIL-B nie powinien wynosic¢
wigcej niz odpowiednio 10 i 8 cM. Interwalowe mapowanie kompozytowe dla populacji RIL-A
pozwolito na identyfikacj¢ QTLi sprzezonych z cechg przywracania meskiej ptodnosci pytku u zyta
zZcms pampa. Stwierdzono, ze cecha byla warunkowana kilkoma genami, lokalizujacymi si¢
w grupach sprzezen LG1, LGS i LG7. Analogicznie dla populacji RIL-B zidentyfikowano QTL
w grupie sprzezen LG2. Mapowanie asocjacyjne potwierdzito wyniki mapowania kompozytowego.
Dyskusja

Mapy genetyczne populacji RIL-A i RIL-B charakteryzuje relatywnie wysokie zageszczenie
markerami molekularnymi. Analiza niezrownowazenia sprzezen wykazata, ze wystgpowanie
markeréw genetycznych co 8-10 cM powinno wystarczy¢ do precyzyjnego identyfikacji obszarow
genomu odpowiedzialnych za ekspresje cechy. Mimo zaggszczenia mapy genetycznej duza liczba
markeréw DArTseq wcigz wystepujg obszary rozciggajace si¢ nawet na 21 ¢cM wolne od markerow.
Biorac pod uwage wyniki mapowania genetycznego oraz analiz¢ niezrOwnowazenia sprz¢zen widac,
ze nalezy dazy¢ do zwigkszenia czestosci rekombinacji badanych populacji metoda SSD.

Identyfikacja QTL cechy przeprowadzona za pomocg mapowania kompozytowego wykazata, ze jest
ona warunkowana kilkoma jgdrowymi genami przywracania ptodnos$ci, ktére lokalizujg si¢ na réznych
chromosomach zyta. Na uwage zastuguje fakt, Zze najsilniejszy QTL dla jednej jak i drugiej populacji
identyfikowano w grupach sprzezen, do ktérych zostato przyporzadkowanych kilka tych samych
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markeréw. Mozna wigc oczekiwac, ze grupa LG1 populacji RIL-A oraz grupa LG2 populacji RIL-B

odpowiadaja temu samemu chromosomowi, oraz ze opisany QTL odpowiada genowi na chromosomie

IR. Bioragc pod uwagg specyfike obu populacji RIL (na bazie materiatow orientalnych) jeden z QTL

moze odpowiada¢ genowi na 4R. Jednak przypisanie grup sprzgzen na danym etapie badan nie byto

mozliwe i1 koniecznym jest kontynuowanie badan w tym zakresie.

Whnioski

1. Mapy genetyczne opracowane dla dwoch badanych populacji mapujacych zostaty wysycone
markerami typu DArTseq.

2. Warto$ci niezrOwnowazenia sprzezen oraz wystepowanie luk sugerujg konieczno$¢ dalszego
prowadzenia populacji RIL metodg SSD.

3. Mapowanie kompozytowe wykazato, ze za przywracanie ptodnosci pytku w populacji RIL-A oraz
RIL-B odpowiada co najmniej kilka genéw lokujacych si¢ na réznych grupach sprzezen.

4. Mapowanie asocjacyjne potwierdzito wyniki mapowania kompozytowego, wskazujac na
wystepowanie genow przywracania ptodnosci pytku w podobnych obszarach genomu zyta.

5. W przypadku niektorych QTL wykryto markery silnie sprzezone z genami restoracji. Markery te,
po konwersji ich do markerow LNA (lub innych) moga okazal si¢ uzyteczne w dalszych
badaniach.

6. Koniecznym jest przypisanie grup sprz¢zen do poszczegdlnych chromosoméw zyta.
Temat badawczy 5: Uzyskanie genotypoéw o pozadanych kombinacjach gendéw przywracania
ptodnosci pytku z wykorzystaniem dostepnych materialdéw rodlinnych w oparciu o markery
molekularne.
Cel:
Uzyskanie kolejnych pokolen linii restorerowych zawierajacych geny przywracania ptodnos$ci pytku.
Prowadzono krzyzowania wypierajace linii restorerowych o zréznicowanych genotypach, do ktoérych
wprowadzono gen przywracania ptodnosci pytku na chromosomie 4R. Wypierano genom formy
donorowej. Obecnos¢ pozadanego genu kontrolowano za pomocg markerow specyficznych.
Materiat i metody
Materiat ro§linny stanowity rosliny BC3F; (218 osobnikow) oraz linie restorerowe (154 osobniki).
Linie BCsF; wykastrowano i przekrzyzowano z odpowiednimi liniami restorerowymi. Analizy
molekularne wykonano na DNA roslin BCsF; przed krzyzowaniami wstecznymi celem weryfikacji
obecno$ci pozadanych gendw. Obecno$¢ pozadanego genu kontrolowano za pomoca markerow
molekularnych opartych o reakcje PCR, opracowanych na bazie sekwencji DArT. Obecnosé
markerow weryfikowano elektroforetycznie na zelach agarozowych. Wykorzystano trzy markery dla
chromosomu 4R oraz dwa dla 1R.

Wyniki

Analiza 218 roslin BC3F; za pomocg pigciu markeréw molekularnych wykazata, ze dla chromosomu

IR marker 508859 wystapit u 79 osobnikéw, za§ marker 399799 u 91 ro$lin. Dla chromosomu 4R

markery 401955, 506357 oraz 507026 wystapity odpowiednio u 175, 203 oraz 110 osobnikow.

Uzyskane dane $wiadcza o znacznym, cho¢ niepelnym wyrdéwnaniu tworzonych linii restorerowych

I wystepujacej segregacji w obrebie wytwarzanych linii. Analogiczna analiza linii restorerowych

(wypierajacych) wykazata brak tych markeréow. Rosliny BC3F1 zawierajace marker na 4R i/lub 1R

zostaly przekrzyzowane wstecznie z odpowiednimi liniami restorerowymi nie zawierajgcymi tych

markerow celem wytworzenia kolejnych pokolen linii restorerowych wyrownanych pod wzgledem
genetycznych w obrgbie pozadanych obszarow genomu.

Dyskusja

Markery molekularne sg wykorzystywane w selekcji genotypoéw z pozadanymi genami. W ramach

projektu markery DNA sprzezone z genami przywracania ptodnosci pytku umozliwily wprowadzanie

do form restorerowych silnego genu z chromosomu 4R oraz kontrolg obecnosci genu lokalizujacego
si¢ na chromosomie 1R i tym samym uzyskanie linii o zréznicowanym sktadzie genéw przywracania
ptodnosci. Mimo uzyskania linii BCsF; 1 znacznego wzbogacenia prowadzonych materialow

0 pozadane geny wcigz obserwowano wystepowanie segregacji, o czym $wiadczy wystepowanie linii

BCsF: bez markera poszczegdlnych gendéw. Oznacza to konieczno$¢ dalszego prowadzenia

materiatow ros§linnych celem zwigkszenia ich homozygotycznosci. Biorac pod uwage fakt, ze linie

restorerowe zawieraty rowniez inne geny przywracania ptodnosci pytku nalezy sadzi¢, ze uzyskano
kolekcje linii restorerowych o wzbogaconym sktadzie genéw Rf oraz o zroznicowanych genotypach.
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Whnioski

1. Specyficzne markery DNA ukierunkowane na geny lokalizujace si¢ 1R i 4R umozliwiaja
kontrolowanie przenoszenia tych gendéw do wybranych genotypow linii restorerowych Iub
stwierdzenie tam ich obecnosci.

2. Uzyskanie kolejnych pokolen linii restorerowych wzbogaconych o geny przywracania ptodnosci,
glownie na 4R, pozwalaja uzyskac zréznicowane materiaty roslinne z r6znym sktadem tych genow.
Takie materiaty moga by¢ uzyteczne w badaniach cechy.

3. Mimo wyprowadzenia BC3F; dla 7 genotypow restorerowych stopien homozygotyczno$ci
uzyskiwanych materialdw wciaz nie jest dostateczny i nalezy przedsiewziaé dziatania, ktore
doprowadza do ustabilizowania si¢ prowadzonych form.



