WYNIKI
z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2021 roku
Genetyczne podloze efektu heterozji oraz przywracania meskiej plodnosci u mieszancow
zyta z cytoplazma Pampa

Temat badawczy 1: Mapowanie wysoce heterozygotycznych obszarow genomu.

Analizy miaty bio-informatyczny charakter. Materialem badawczym byty dane pochodzace z
analiz DArTseq zgromadzone przez wykonawcOw w czasie wczesniej zrealizowanych badan. Dane
dotyczyly szesnastu odmian zyta (osiem populacyjnych i osiem mieszancowych), z ktorych kazda byta
reprezentowana przez pojedyncze rosliny w liczbie od 80 do 94 (1acznie 1484 genotypy).

Technologia DArTseq uzyta do genotypowania stanowi wariant metody GBS (ang. Genotyping
by Sequencing) opartej o techniki sekwencjonowania nowej generacji (NGS). Dane pochodzity z
r6znych lat badan i z kilku odrgbnych projektow badawczych, wigc ich syntetyczna analiza wymagata
wystandaryzowania pozwalajacego na poréwnywanie danych.

Zbiorcza analiza danych o markerach DArTseq gromadzonych przez kilka lat w ramach
réznych projektow pozwolita na otrzymanie ujendoliconej matrycy danych dla wszystkich szesnastu
badanych odmian. Nowy zestaw danych zawierat 98564 markery Silico-DArT oraz 70574 markery
SNP.

Najnizszg warto$¢ wspotczynnika podobienstwa genetycznego migdzy roslinami wchodzacymi
w sktad jednej odmiany odnotowano w starej rosyjskiej populacji Vjatka (podobienstwo rowne 0,64).
W pozostatych badanych odmianach minimalne podobienswo migdzy réznymi roslinami bylo
niemniejsze niz 0,70, a w przypadku trzech odmian mieszancowych bylo na poziomie 0,80.
Maksymalne warto$ci wspotczynnikoéw podobienstwa dla odmian populacyjnych sporadycznie
przekraczaty poziom 0,90. W przypadku odmian mieszancowych wartosci te byly zauwazalnie wyzsze
i miescity sie w granicach od 0,91 do 1,00. Srednia wartos¢ wspétezynnikéw podobienstwa wyliczona
dla kazdej z odmian byta zauwazalnie nizsza w obrebie odmian populacyjnych (wartosci od 0,74 do
0,81) niz w odmianach mieszancowych (od 0,84 do 0,87).

Dane obejmujace ponad 70 tysigcy markerow SNP wykorzystano do okreslenia w kazdej z
odmian frekwencji loci w stanie heterozygotycznym. Sredni poziom heterozygotycznosci
obserwowany w odmianach populacyjnych (od 14,38 do 21,86) byt wyzszy niz w odmianach
mieszancowych (od 12,94 do 14,91).

Temat badawczy 2: Mapowanie genéw odpowiedzialnych za wybrane cechy uzytkowe.

W 2021 roku wykonano rozmnozenie zestawu 90 linii intorgresyjnych i meskosterylnych
testerow niezbednych do dalszych badan. Zestaw linii introgresyjnych wytworzono w ubieglej
dekadzie z mieszancow wstecznych migdzy genotypami WMI18R (linia wartosciowa z punktu
widzenia hodowli, pochodzaca z Poznanskiej Hodowli Roslin Sp. z 0.0.), a linig 541 (genotyp o
cechach zyta prymitywnego, nieprzystosowany do potrzeb wspoétczesnego rolnictwa, wyhodowany w
Zachodniopomorskim Uniwersytecie Technologicznym w Szczecinie).

Jesienig 2020 dwiescie siedemdziesiat linii i sublinii pokolenia B3S4 zostato wysianych na
jednorzadkowych poletkach na polu doswiadczalnym ZUT w Szczecinie. W maju 2021, przed
kwitnieniem, w obrebie kazdej linii zostalo zaizolowanych co najmniej 5 dobrze wyksztatconych
ktosow (z wyjatkiem Kilku linii wykazujacych mata zywotnos¢). Uzyte zostaty izolatory z tomofanu
(transparentna folia paro-przepuszczalna). Po uzyskaniu dojrzatosci ktosy zbierano recznie i mtocono
indywidualnie. W okresie wegetacji wykonano obserwacje fenotypowe cech istotnych dla
efektywnosci przysztych krzyzowan: termin kwitnienia (data poczatku kwitnienia), pylenie (ocena
wzrokowa wg skali Geigera i Morgensterna), wysokos¢ roslin (po 5 losowo wybranych ro$lin z
kazdego poletka). Po zbiorach dodatkowo oceniono dtugos¢ ktosa, liczbe ktoskow w klosie oraz liczbg
ziaren w klosie (wykorzystano do tego zebrane zaizolowane klosy).

Zebrane dane wykorzystano do wybrania 90 linii introgresyjnych pokolenia B3S5
przeznaczonych do krzyzowan testowych w kolejnym roku badan.



Mgskosterylne testery do planowanych krzyzowan zostaty wytypowane przez przedstawicieli
hodowcow. Na izolowanych poletkach zlokalizowanych w spoétkach hodowlanych wykonano
rozmnozenia dwoch linii: linia NS1P pochodzi z Poznanskiej Hodowli Roslin Sp. z o.0., a linia
S82P/09 z Danko Hodowla Roslin Sp. z o.0.

Temat badawczy 3: Mapowanie gendw przywracajacych meska ptodnosé u zyta z cytoplazma

Na rok 2021 zaplanowano uzyskanie DNA z czterech odmian zyta i wstepng 0ceng
polimorfizmu genetycznego w obszarze chromosomu 4RL

Materiatem do badan byly 4 odmiany mieszancowe wybrane w trakcie konsultacji z hodowcami
zyta, z ktorych jedna byla odmiang zarejestrowang (Dolaro), a trzy kolejne byly odmianami
niezarejestrowanymi. Badane odmiany niezarejestrowane to: DC2424, RPD1273 oraz SMH604.

Nasiona 4 wybranych odmian wysiano we wrzes$niu 2021 do plastikowych multidonic i
umieszczono w szklarni ZUT w Szczecinie. Kazda z odmian byta reprezentowana przez minimum 200
nasion, ktore kietkowaty z rozng efektywnoscig. Po wschodach i osiagnigciu przez rosliny stadium
trzech lisci z kazdej ro$liny pobrano fragment tkanki lisciowej i zamrozono w minus 70 st. C w celu
wykonania izolacji DNA. Izolacjg DNA wykonano dla 96 roslin z kazdej odmiany (co odpowiada
liczbie studzienek na 1 ptytce PCR). Przy izolowaniu DNA wykorzystano standardowe metody. W
pierwszym etapie izolacje wykonywano metoda CTAB. Uzyskane prepraty DNA oceniano
spektrofotometrycznie i poprzez elektroforeze w 1% zelu agarozowym. Proby o niskiej jakosci
(niespetniajace kryteriow dla techniki DArTseq) izolowano ponownie siegajac po komercyjny zestaw
do izolacji DNA roslinnego (Gene Elute Plant Mini Kit, Sigma-Aldrich). Uzyskane izolaty DNA
ponownie poddawano kontroli jako$ciowej pod katem planowanych analiz DArTseq i w razie
potrzeby procedurg izolacji powtarzano.

Jedna z odmian (DC2424) poddano genotypowaniu metoda DArTseq (ze wzgledow
ekonomicznych analizy DArTseq wykonano tylko dla tej jednej odmiany) Analizy zlecono firmie
Diversity Arrays Technology (Bruce, Australia).

DNA wszystkich czterech odmian wykorzystano do analiz PCR przy uzyciu 5 markerow
zmapowanych na dlugim ramieniu chromosomu 4R (w rejonie, gdzie lokalizowane byly geny
restorerowe Rfpl, Rfp3 i Rfcl). Uzyto markerow: SCSz23L500 (Stojatowski 2010), d508318 i
d505904 (Milczarski i in. 2016) oraz 7468190c i 5500712c (Niedziela i in. 2021). Reakcje
amplifikacji wykonywano przy zastosowaniu mieszanin rekcyjnych oraz profili temperaturowych
zalecanych przez autorow. Rozdzialy elektroforetyczne wykonywano w 1,5% zelach agarozowych i
wizualizowano w obecnosci bromku etydyny.

Markery SCSz23L500 oraz d508318 nie wykazywaly w odmianie DC2424 réznic miedzy
badanymi ros$linami. Pierwszy z markerow charakteryzowat si¢ obecnoscig pojedynczego produktu
amplifikacji o dlugo$ci ok. 500 par nukleotydow (bp), ktéry byt obecny u wszystkich badanych roslin
odmiany DC2424. Marker d508318 generowat trzy produkty amplifiakcji, ktore w identycznej
konfiguracji wystepowaly w catej badanej grupie roslin. Marker d505904 ujawniat polimorfizm
genetyczny wewnatrz odmiany DC2424. Rdozne allele tego markera byly widoczne w postaci produktu
amplifikacji o dtugosci ok. 700 bp, produktu amplifikacji o dtugosci ok. 550 bp lub braku produktow
amplifikacji (allel ,,null” — 0). Allel 550bp wykryty zostat tylko w jednej roslinie (SC2424-131) w
uktadzie heterozygotycznym (wraz z allelem 700bp). Pozostate rosliny charakteryzowaty sig
obecnoscia alleli 700bp oraz 0.

Markery 7468190c i 5500712c miaty charakter dominujacy i charakteryzowane byty przez dwa
allele: allel dominujacy widoczny byt w postaci prazka bedacego efektem amplifikacji fragentu DNA
o dtugosci ok. 600 bp (wielko$¢ produktu amplifikacji byta podobna dla obu markeréw), a allel
recesywny w postaci braku prazka (allel ,,null”’). Oba markery ujawnity wystepowanie polimorfizmu
genetycznego w obrebie odmiany DC2424. Rozktad alleli obu markeréw w badanej grupie roslin byt
zupelnie niezalezny, a proporcje alleli dominujacych do alleli ,,null” byly jak: 66:30 dla markera
7468190c oraz 33:63 dla 5500712c.

W odmianie RPD1273 wszystkie pie¢ testowanych markerow pozwalalo na wykrycie
polimorfizmu genetycznego. W przypadku SCSz23L500 u 46 roslin pojawit si¢ produkt amplifikacji
500bp, u pozostatych pie¢dziesieciu nie byto prazkéw markerowych. Marker d508318 wystepowat w
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wariancie trojprazkowym (takim jak w odmianie DC2424) u 47 roslin, u pozostalych nie
obserwowano produktow amplifikacji. W przypadku markera d505904 nie zaobserwowano zadnej
rosliny z allelem 550bp. U 60 ro§lin obecny byt allel 700bp, pozostate 36 genotypow
charakteryzowato si¢ allelem ,,null”. Marker 7468190c u wigkszosci roslin odmiany RPDI1273
generowat produkt amplifikacji o dtugosci ok. 600bp — na 96 badanych genotypow prazek markerowy
zostal wykryty u 78. Tylko 18 roslin z odmiany charakteryzowato si¢ brakiem prazka markerowego.
W przypadku markera 5500712c sytuacja byta odmienna: prawie wszystkie rosliny odmiany miaty
allel ,,null” z wyjatkiem genotypu RPD1273-277, gdzie pojawit si¢ prazek markerowy.

W odmianie SMH604, podobnie jak w DC2424, markery SCSz23L500 i d508318 nie ujawniaty
polimorfizmu — wszystkie przebadane rosliny miaty ten sam allel. Dla SCSz23L500 byt on widoczny
jako pojedynczy prazek zawierajacy produkt amplifikacji o dtugosci 500 par zasad, dla markera
d508318 byt to obraz trzech blisko potozonych prazkéow. Monomorficzny charakter w odmianie
SMH604 miatl rowniez marker 5500712c, z tym ze w przypadku tego markera wszystkie badane
rosliny zawieraty allel ,,null” (brak produktu amplifikacji). Marker d505904 generowat produkty
amplifikacji u wigkszo$ci badanych genotypéw odmiany SMH604. Tylko cztery rosliny
charakteryzowaly si¢ brakiem prazkéw markerowych. Najwigcej genotypéw odmiany opisano
obecnos$cig allelu 700bp — byto ich 49. U pozostatych 30 roslin zaobserwowano obecno$¢ dwoch
prazkoéw markerowych: 700bp i 550bp. Ostatni z testowanych markerow (7468190c) w 34 ro$linach
odmiany SMH604 generowat produkt amplifikacji o dlugosci ok. 600bp, a pozostate badane rosliny
charakteryzowaty si¢ brakiem prazka markerowego.

W odmianie Dolaro marker SCSz23L500 byt niemal monomorficzny — wszystkie badane
ro$liny charkateryzowaty si¢ obecnoscig prazka markerowego z wyjatkiem jednego genotypu: Dolaro-
108. W przypadku markera d508318 wigkszos¢ ro$lin charakteryzowalo si¢ obecnos$cia
trojprazkowego allelu, z wyjatkiem o$miu genotypow, u ktérych nie zaobserwowano zadnych
produktow amplifikacji (allel ,,null””). Marker d505904 byt reprezentowany w odmianie Dolaro przez
trzy warianty: brak produktow amplifikacji zaobserwowano u 3 roslin, kolejnych 11 genotypow
charkateryzowato si¢ obecnoscig dwoch prazkoéw (allele 700bp i 550bp), a najwigcej roslin
generowato pojedynczy produkt amplifikacji o dlugosci ok. 700bp. Analizy z uzyciem markera
7468190c ujawnity polimorfizm wewnatrzodmianowy, w wyniku ktérego ponad potowa badanych
roslin charakteryzowana byta przez obecnos$¢ allelu ,,null” (49 obiektéw), pozostate generowaty
obecnos¢ prazka markerowego 600bp. Marker 5500712¢ rowniez ujawnial zréznicowanie genetyczne
wewnatrz odmiany Dolaro, z tym Ze nieco wigcej roslin z badanej proby charakteryzowato sig¢
obecnos$cig prazka markerowego (50 genotypow ujetych w analizach), a reszta jego brakiem.

Temat badawczy 4: Analiza poréwnawcza transkryptoméw roélin zréznicowanych pod
wzglgedem meskiej ptodnosci

Na rok 2021 zaplanowano dokonanie wyboru linii do badan i ich rozmnozenie.

Rozmnazanym w 2021 roku materiatem byty w pierwszej kolejnosci trzy warianty linii wsobnej
541 (3 linie izogeniczne) o wysokim poziomie homozygotycznosci i wynikajacej z tego stabej
zywotnosci:

- linia 541N (z cytoplazmg normalng) — linia ptodna dopetniajaca meska sterylnos¢ w systemie
CMS-Pampa i CMS-C, poziom wsobnos$ci powyzej S28

- linia 541P (z cytoplazmg CMS-Pampa) — linia megskosterylna po min. 16 cyklach krzyzowan
wstecznych (>B16),

- linia 541C (z cytoplazma C) — linia mgskosterylna po min. 21 cyklach krzyzowan wstecznych
(>B21)

Poza liniami izogenicznymi badano zestaw 22 linii blisko-izogenicznych wzglgdem linii 541N.
Wszystkie linie blisko-izogeniczne reprezentowane byty przez pokolenie B7S7 i zawieraty introgresje
pochodzace z prymitywnego zyta IRAN IX, ktore jest zrodtem efektywnych genéw restorerowych dla
cytoplazmy Pampa. Czternascie linii oznaczanych jako NIL541P(IRAN 1X) posiadalo cytoplazme
CMS-Pampa, pozostate osiem linii z serii NIL541C(IRAN 1X) zawierato cytoplazme¢ CMS-C.

3



Sposrod badanych 22 linii zaplanowano dla kazdej z cytoplazm wyselekcjonowanie dwoch genotypow
przeznaczonych do planowanych analiz ekspresji. Wybor linii zostat oparty o dane fenotypowe (ocena
ptodnosci) oraz genotypowe (podobienstwo genetyczne).

Ocen¢ meskiej ptodnosci w warunkach polowych wykonano na podstawie wzrokowych
obserwacji przy zastosowaniu 9-stopniowej skali Geigera i Morgensterna (1975). Po zbiorach
zaizolowanych klosow obliczano liczb¢ kloskow w klosie i liczbe zawigzanych ziaren w celu
okreslenia procentowego osadzenia ziaren (drugie z kryteriow oceny meskiej ptodnosci).

Izolacjgc DNA wykonano przy uzyciu zestawu Gene Elute Plant Mini Kit, Sigma-Aldrich.
Uzyskane izolaty oceniano pod katem jakosciowym przy pomocy spektrofotometru oraz poprzez
elektroforez¢ w 1% zelu agarozowym. W razie koniecznos$ci izolacjg DNA powtarzano az do
uzyskania preparatow spetniajacych wymagania jakosciowe analiz DArTseq.

Genotypowanie wykonano metodg DArTseq, ktéra stanowi wariant metody genotypowania
poprzez sekwencjonowanie (GBS — Genotyping by Sequencing). Analizy zlecono firmie Diversity
Arrays Technology (Bruce, Australia).

Ocena wzrokowa pylenia wskazywata na przewazajaca obecnos¢ form czg¢$ciowo ptodnych, co
jest dos¢ charakterystyczne dla linii 0 wysokim poziomie wsobnosci (badano linie w pokoleniu S7).
Pomimo wysokiego poziomu zaawansowania linii hodowlanych, w niektorych z nich obserwowano
wewngtrzne zroznicowanie pod wzgledem meskiej ptodnosci. Obecnosé niepelnego wyrdéwnania linii
potwierdzily zar6wno obserwacje wzrokowe, jak i oceny zawigzywania ziaren pod izolatorami. W
obrebie kilku linii (takze takich, w ktorych problem nie zostat zauwazony w czasie ocen wzrokowych)
cze$¢ roslin byta catkowicie meskonieptodna.

Na podstawie ocen ptodnosci linii oraz ich wyrdéwnania, przy jednoczesnym uwzglgdnieniu
ogolnej liczby uzyskanych nasion, wybrano 10 linii z cytoplazmg Pampa oraz 3 linie z cytoplazmg C,
jako potencjalnie przydatne do planowanych analiz ekspresji.

Do oceny podobiefistwa genetycznego w obrebie badanych obu serii linii blisko-izogenicznych
wykorzystano 104257 markerow Silico-DArT. Zgodnie z zatozeniami projektu, z grupy linii
wymienionych powyzej wybrano po 2 linie z cytoplazmg Pampa i z cytoplazmg C do dalszych badan.

Prezentacja wynikow badan na konferencjach:

Wystapienie ustne: Stojatowski S., Ortowska M., Sobczyk M., 2021. Wykorzystanie Markerow
DArTseq do Analizy Struktury Genetycznej Wybranych Odmian Populacyjnych i Mieszaricowych
Zyta. Konferencja Naukowa ,, Genetyka aplikacyjna roslin — wyzwania XXI wieku ” Streszczenia,
Warszawa 22-24.09.2021: 43
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