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Cele projektu w 2024r.:

1. Genotypowanie zestawu linii intorgresyjnych przy uzyciu metody GBSt oraz ocena zmiennosci
fenotypowej mieszancow F1 miedzy hodowlanymi liniami CMS-P a liniami introgresyjnymi (cel
osiggniety

2. Ocena polimorfizmu genetycznego w populacji RPD1273 F2 oraz identyfikacja markerow
molekularnych wykazujgcych zwigzek z pyleniem roslin (cel osiggniety/w realizacji analizy
DArTseq — termin do 15.12.2024.)

3. Identyfikacja gendw o zroéznicowanej ekspresji w oparciu o wyniki sekwencjonowania mRNA (cel
osiagniety)

4. Wstepna ocena zréznicowania genetycznego w obrebie linii uzywanych w aktualnych

programach hodowlanych (cel osiggniety/w realizacji analizy DArTseq — termin do 15.12.2024.)



Materiat:

- Populacja F2 otrzymane w wyniku samozapylenia pojedynczych roslin z odmiany RPD1273

- Linia wsobna 541 w 3 réznych wersjach cytoplazmatycznych (z cytoplazmg normalng, Pampa i C)

- Linie blisko-izogeniczne wzgledem linii 541 z cytoplazmami sterylizujgcymi — 4 linie S9

- Linie meskosterylne S82P/09 i NS1P

- Mieszance F1 linii meskosterylnych z liniami i subliniami serii InA i InB powstatymi po
krzyzowaniach miedzy liniami 541 i WM18R (132 mieszance F1)

Metody:
- Doswiadczenia mikropoletkowe w 3 powtorzeniach ze wzorcem (uktad blokdw losowanych)

- Doswiadczenie wazonowe (w warunkach kontrolowanego nawadniania w szklarni)

- Krzyzowania (w tym krzyzowania wsteczne)

- Analizy PCR (markery SCAR o0 znanej lokalizacji chromosomowej)

- Analizy GBS (DArTseq — analizy polimorfizmu DNA oraz GBS-t — analizy polimorfizmu RNA)

- Sekwencjonowanie transkryptomu w technologii lllumina (RNAseq)

- Analiza bioinformatyczna i statystyczna wynikdw (analiza bioinformatyczna danych DArTseq i
RNAseq, statystyki charakteryzujgce zmiennosc cech fenotypowych, podobienstwo genetyczne

itp.)



Temat 1 — wyniki

Ocena zmiennosci fenotypowej mieszancéow F1 miedzy hodowlanymi liniami CMS-P a
liniami introgresyjnymi — usrednione wyniki dla komponentéw rodzicielskich oraz
zakresy zmiennosci badanych cech

Termin kfoszenia (liczba dni od 1 maja) Dtugosc ktosa (cm)
Linie Linie

ojcowskie NS1P S82P/05 ojcowskie NS1P S82P/05

Srednia Min Max Srednia Min Max Srednia Min Max Srednia Min Max
14,51 12,00 17,00 14,13 12,00 17,00 12,87 9,50 16,20 12,08 6,70 15,80
I 14,33 13,00 17,00 13,33 11,00 17,00 I 13,13 9,80 16,40 12,71 9,50 15,30
14,48 12,00 17,00 13,93 11,00 17,00 12,94 9,50 16,40 12,24 6,70 15,80
Termin kwitnienia (liczba dni od 1 maja) Liczba ktoskow w ktosie
Linie Linie
ojcowskie NS1P S82P/05 ojcowskie NS1P S82P/05
i Srednia Min Max  Srednia Min Max Srednia Min Max Srednia Min Max
20,30 17,00 23,00 20,06 18,00 25,00 I 2112 28,00 50,00 42,89 26,00 52,00
19,03 17,00 21,00 19,12 17,00 21,00 I 39,74 26,00 50,00 42,72 30,00 54,00
19,99 17,00 23,00 19,82 17,00 25,00 40,77 26,00 50,00 42,85 26,00 54,00
WYysokos¢ roslin (cm) Zbitosc¢ ktosa
Linie
ojcowskie NS1P $82pP/05 ojcowskie NS1P $82P/05
i Srednia Min Max Srednia Min Max i Srednia Min Max Srednia Min Max

Y 125,87 96,00 149,00 132,99 80,00 157,00
N 137,83 94,00 168,00 147,14 113,00 169,00
128,93 94,00 168,00 136,64 80,00 169,00

YW 31,99 26,67 38,02 35,58 26,67 46,75
N 30,35 25,00 36,52 33,65 27,69 40,35
31,57 25,00 38,02 35,08 26,67 46,75



Temat 1 — wyniki
Genotypowanie zestawu linii intorgresyjnych przy uzyciu metody GBSt — charakterystyka
danych sekwencyjnych

Parametry statystyczne uzyskanych odczytow sekwencyjnych ARl L&)
. parametr | Wartos¢ | 50 f

Suma* 91 420 910 700 :

Liczba nukleotydéw Srednia 1252 341 242,47 2

(w obrebie surowych odczytow) Min. 797 023 800
Maks. 2 086 627 200 o
Suma* 609 472 738

Liczba surowych odczytéw Srednia 8 348 941,62

(tzw. raw reads) Min. 5313492 g %0 type
Maks. 13 910 848 j: , -
Srednia 56,29 - : i
Min. 55,195 4 !\WWNMWWM J‘t;lm:w«w»mmww e
Maks. 57,29 ] N
Srednia 97,69 ]| V
Min. 97,09
Maks. 98,59 |
Srednia 93,72 Z
Min. 92,08 f
Maks. 96,03 '

Zawartos¢ czystych odczytow (clean Srt.ednla 96,68 i . .
Min. 94,26 0 25 5 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

reads**) [%] Maks. 97,94 Position along reads
Srednia 0,01 Przyktadowa dystrybucja nukleotydéw w obrebie odczytow jedne;j

Poziom biedéw [%] Min. 0,01 probki (obiekt INA_002a)

Maks. 0,01



Temat 2 — wyniki
Ocena polimorfizmu genetycznego w populacji RPD1273 F2 oraz identyfikacja markerow
molekularnych wykazujacych zwigzek z pyleniem roslin

Z lisci 94 roslin pochodzacych z populacji W celu zidentyfikowania zrédet efektywnego
RPD1273 F2 (populacja  otrzymana po przywracania meskiej ptodnosci u zyta z
samozapyleniu pojedynczej rosliny F1 cytoplazmg Pampa wykonano oceny fenotypowe
wyizolowano DNA i wystano do genotypowania 70 mieszancow F1.

metodg DArTseq
Liczebnos¢ mieszancow F1 zakwalifikowanych po

60 ocenie fenotypowej do trzech gtéwnych kategorii
50 >
40 67
30 s 2
o v 1 1
13 70

SIIBIB
0 - ‘ ‘.‘ ‘ ‘ ‘ I | Jeden z dwodch mieszancdw meskoptodnych

1 2 3 4 5 6 7 8 9 wymienionych w tabeli powyzej zostat wybrany
Pylenie roslin populacji RPD1273 F2 w 2023 jako zrodto populacji mapujacej F2 (120 nasion

mieszanca F2 NS1P x NIL541P-4 wysiano do

roku (skala 9-st) — DNA tej populacji zostato _ )
kontynuowania badan w 2025 roku)

objete genotypowaniem DArTseq



Temat 3 — wyniki
Identyfikacja gendw o zréznicowanej ekspresji w oparciu o wyniki sekwencjonowania

MRNA
Poréwnywana Liczba genow
para linii roznicujacych

MS, MS>MF, MS<MF, MF

C . L S

W ;aleznc?s_,m. od _porowny\_/\_/anych I|n.|| liczba [ . E -

genow o roznicowej ekspresji wahata sie od 18 5 MS<MF

do 3 801. Najmniej roznic w ekspresji znaleziono 566 MS, MS>MF, MS<MF, MF
10 MS

pomiedzy linlami 541N 1 541C, najwiecej — [y I - MSSME

pomiedzy linig 541P i jedng P-plazmatyczng linig 30 s
0 przywroconej ptodnosci (NIL541P-5). Wsrod iR MS, MS>MF, MS<MF, MF

genow roznicujgcych linie 541P | P-plazmatyczne  EEFATEZEIR vis/ R 145 MS>R

. . , . ;o . 144 MS<R
linie o przywroconej ptodnosci (NIL541P-4 i 100 R
NIL541P-5) wyraznie dominowaly geny o = R
: : : T inii 541C / NIL541¢-22 VYA 209 MS>R
zwiekszonej .Iub wytgcznej akumulacji u linii o S
meskoptodne;. 132 R
469 MS, MS>MF, MS<MF, MF
77 MS
541P / NIL541P-4 JYIYA: 57 MS>R
236 MS<R
99 R
Tab. Liczba gendéw, dla ktorych zaobserwowano istotng statystycznie (alfa=0,05%*) 3801 MS, MS>MF, MS<MF, MF
roznice W ekspresji i relacje ich ekspresji dla badanych par obiektow (MS — linia en 1S
. o _ e , . 541P / NIL541P-5 JYEYAL 1289 MS>R
meskosterylna; MF — linia meskoptodna; R — linia z przywrdcong ptodnoscia). 5530 e

147 R



Temat 3 — wyniki
Identyfikacja genow o zréznicowanej ekspresji w oparciu o wyniki sekwencjonowania

MRNA

atp1-f1 / atp1-r2
L BoE OB E BB B OE B OB Uzyskanie oczekiwanych produktéw amplifikacii
S5 E88R883 usSseeReueseg
-M OO OO MM OO OHOOMOOONM OMHOMmMOMOONHOONON - Z 0 éWiadczy O tym’ iz uzySkane preparaty CDNA
—1500 bp

500 bp — stanowig wartosciowg matryce dla eksperymentow
L RT-PCR. Brak produktow amplifikacji w kontrolach

T T L S L
cE2882288885588¢8883¢8528888¢8¢ negatywnych (bez odwrotnej transkryptazy) jest

“"owodem, iz uzyskane preparaty cDNA nie sg

zanieczyszczone genomowym DNA.

E = = = = = = = e = =

@ 14 k [0 [0 [ [ [ o [ o o
Q. ' ' 1 1 1 ' ' ' Y
S o oQoWWc<<comOO0O0 0w w<omOO0OO00ww =2
O O OO0 O v~ ™ Y ™ ™ ™ ™ ™ v AN AN N AN AN N NN AN O
O & ¥ & ™ ™ ™ & T T T 7T T T T T YT T T YT YT YT YT YT T o
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~1300bp Ryc. Produkty RT-PCR uzyskane na bazie RNA z ktoséw zyta dla roslin 306A —
312E przy uzyciu starterow atpl-fl / atpl-r2. -RT — kontrola bez odwrotnej
transkryptazy. N10 i P14 — kontrola genomowa DNA zyta. 100 bp — wzorzec
wielkosci fragmentow DNA (100 bp ladder, Dongsheng Biotech).

500 bp —




Temat 4 — wyniki
Wstepna ocena zréznicowania genetycznego w obrebie linii uzywanych w aktualnych
programach hodowlanych

Wsrdd 12 markerow PCR
zlokalizowanych na chromosomie Tab. Zestawienie markeréw PCR uzytych do analiz linii hodowlanych

4R_L’ ktore uzyto do genOtypowan?a Nazwa markera Produkty Polimorfizm
linii hodowlanych dwa markery nie amplifikacii

ujawniaty produktow amplifikacji. W + +
grupie  markerdw  generujacych + -
fragmenty DNA w analizach PCR dwa * *
d508318 i SCSz23L500) nie - -
roznicowaty badanych linii. + +
Osiem markeréw ujawniato + -
polimorfizm genetyczny w obrebie + i
badanej grupy genotypéw. + +
Dane  z analiz PCR  zostang N N
uzupetnione wynikami otrzymanymi + +

metodg DArTseq



Publikowanie wynikow projektu w 2024 roku:

Prezentacja wynikdow na konferencjach

konferencja prezentacja liczba prezentac;ji liczba prezentac;ji
podana w opisie zrealizowana
zadania
1 ,»9th Central European Congress of Life Sciences Poster 1

EUROBIOTECH 2024”, Krakdw, 27-28 czerwca 2024 —
poster P.3.7. pt “An attempt to use the GBS-t markers
for mapping minor genes that restore male fertility in
rye (Secale cereale L.) with the Pampa sterility-
inducing cytoplasm” z wynikami analiz GBSt
otrzymanymi w 2023 roku, dotyczqcymi tematu
badawczego nr 2 (str. 17-20 sprawozdania za 2023 rok)
Abstrakt P3.7 (str. 48):
https://eurobiotech.krakow.pl/previous-
eurobiotech/book-of-abstracts-2024
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