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1. Wstep i cele pracy

Jeczmien zwyczajny (Hordeum wvulgare L.) jest jednym z najwczes$niej
udomowionych gatunkéw zbdz 1 obecnie zajmuje czwartg pozycje pod wzgledem
wielkosci produkcji rolnej na §wiecie. Ze wzgledu na duze zdolnosci adaptacyjne jest
chetnie uprawiany w niesprzyjajacych warunkach klimatycznych oraz na glebach
o stabych wartosciach uzytkowych. Obserwowanym skutkiem trwajacego tysigce lat
procesu udomowienia jeczmienia jest znaczne obnizenie rdznorodnosci genetycznej
wspotczesnych odmian, co zwigkszyto ich wrazliwos$¢ na abiotyczne i biotyczne stresy
srodowiskowe, sposrod ktorych najbardziej dotkliwym jest niedobor wody.

Reakcja roslin na deficyt wody w s$rodowisku jest zamykanie aparatow
szparkowych oraz spadek efektywnosci procesu fotosyntezy, co w znaczacy sposob
ogranicza ich prawidtowy wzrost i w konsekwencji obniza potencjal plonotworczy.
Rosliny wyksztatcity roznego rodzaju mechanizmy pozwalajace na zminimalizowanie
niekorzystnych skutkéw, jakie wywiera na nie stres niedoboru wody. Poznanie ich
molekularnego podioza jest trudne ze wzgledu na ztozony, ilo§ciowy charakter
dziedziczenia tolerancji na susze¢, bedacy wynikiem tacznej ekspresji wielu genow,
modyfikowanej dodatkowo wptywem s$rodowiska. Jedng z metod identyfikacji
genetycznych determinantéw tolerancji na deficyt wody jest tworzenie map
genetycznych i mapowanie loci cech ilosciowych (ang. quantitative trait loci — QTL).
W ostatnich latach opracowano systemy markerow molekularnych wykorzystujacych
polimorfizm wewnatrzgenowy, metody wysokoprzepustowego genotypowania populacji
mapujacych oraz techniki pozwalajace na precyzyjne fenotypowanie zré6znicowanego
materialu  roslinnego. Umozliwilo to konstrukcje¢ wysokorozdzielczych map
genetycznych oraz identyfikacj¢ genéw kandydackich dla QTL zwigzanych z reakcja na
niedobor wody u wielu gatunkdw roslin uzytkowych.

W niniejszej pracy podjeto probe poznania molekularnych podstaw odpowiedzi
jeczmienia na stres suszy poprzez mapowanie loci cech ilosciowych kontrolujacych
zmiennos$¢ cech fizjologicznych i biochemicznych zwigzanych z reakcjg na niedobor

wody oraz identyfikacje nowych genow w przedziatach ufnosci wyznaczonych QTL.



Prezentowane badania obejmowaty:

1)

2)

3)

4)

5)

Konstrukcje wysokorozdzielczej, konsensusowej mapy genetycznej markeréw
SSR i SNP dla trzech populacji RIL wyprowadzonych z krzyzoéwek europejskich

oraz syryjskich odmian jeczmienia jarego.

Identyfikacje 1 mapowanie funkcjonalnych gendéw kandydackich, ktérych
zrodtem byty geny roslin modelowych o eksperymentalnie potwierdzonym
zaangazowaniu w odpowiedz na niedobor wody oraz wyniki roznicowej analizy

transkryptomow badanych w pracy genotypow jeczmienia.

Identyfikacje QTL dla parametrow fizjologicznych 1 biochemicznych
charakteryzujacych  bilans wodny, wydajnos¢ procesu fotosyntezy,
zawarto$¢ osmoprotektantow i hormondéw oraz aktywnos$¢ antyoksydantow,

zaangazowanych w odpowiedz na stres suszy u analizowanych genotypow.

Integracje¢ skonstruowane] mapy genetycznej 1 fizyczne] mapy genomu
jeczmienia oraz identyfikacje pozycyjnych genéw kandydackich w przedziatach

ufnosci dla zmapowanych QTL.

Priorytetyzacje pozycyjnych genéw kandydackich z wykorzystaniem narzg¢dzia
wzbogacania terminéw Ontologii Genow (ang. GO enrichment) w celu
wytypowania genéw o najwiekszym prawdopodobienstwie ich potencjalnego
zaangazowania w  wyksztalcenie analizowanych cech fizjologicznych

I biochemicznych w warunkach stresu suszy.



2. Przeglad literatury

2.1. Mechanizmy reakcji ro§lin na stres niedoboru wody oraz parametry
stosowane do oceny ich efektywnosci

Susza jest jednym z najgrozniejszych stresow $rodowiskowych obnizajacych
produktywnos$¢ upraw 1 glownym czynnikiem powodujagcym straty w rolnictwie.
Podlozem jej wystgpowania jest sezonowa fluktuacja ilosci opadow atmosferycznych
oraz niekorzystne efekty dziatalnosci czlowieka, przyczyniajace si¢ do okresowego
obnizania dostepnosci wody w glebie. Ponadto, od potowy XX wieku obserwowane jest
globalne podwyzszenie rocznej temperatury powierzchni Ziemi, spowodowane glownie
zwigkszeniem emisji gazow cieplarnianych do atmosfery (Cattivelli i in., 2008).
Negatywny efekt, jaki susza wywiera na uprawy rolne, zalezy od jej intensywnosci i czasu
trwania oraz fazy wzrostu ros$lin w momencie jej zaistnienia. W obliczu niekorzystnych
prognoz dotyczacych zmian klimatycznych, koniecznos$cia staje si¢ poznanie
mechanizméw lezacych u podstaw tolerancji roslin na stres suszy, co w przysztosci
pozwoli na stworzenie odmian lepiej plonujacych w warunkach deficytu wody (Tester
I Langridge, 2010; Anjum i in., 2011a).

Rosliny na drodze ewolucji wyksztalcily szereg r6znych strategii pozwalajacych
na ich przystosowanie do niekorzystnych warunkow S$rodowiska. Wyrdzniono trzy
glowne mechanizmy zapobiegania negatywnym skutkom, jakie wywiera na organizm
rosliny stres niedoboru wody: ucieczke przed suszg, unikaniec odwodnienia oraz
tolerancje stresu suszy. Realizowanie tak ztozonego i wieloczynnikowego procesu, jakim
jest odpowiedZ roslin na susz¢ mozliwe jest dzieki istnieniu korelacji w zmianach
gospodarki wodnej na poziomie morfologicznym, anatomicznym, fizjologicznym,
biochemicznym oraz molekularnym, na réznych etapach rozwoju rosliny (Farooq i in.,
2009; Kooyers, 2015).

Ucieczka przed susza jest strategia typowa dla roslin rosngcych w klimacie
srédziemnomorskim, ktory charakteryzuje si¢ cyklicznymi okresami ograniczenia
dostepnosci wody oraz wystgpowania wysokiej temperatury. Polega na skréceniu cyklu
zyciowego, umozliwiajgc roslinie reprodukcje przed nastaniem niekorzystnych
warunkéw wzrostu i rozwoju. Fenologiczne dostosowanie do krotkiego sezonu
wegetacyjnego skutkuje czgsto obnizeniem wydajnosci plonowania, zwigzanym

z przyspieszeniem etapu wypelniania i dojrzewania nasion (Cattivelli i in., 2008).



Najwazniejszym parametrem wykorzystywanym w ocenie zdolno$ci do ucieczki przed
suszg jest termin kwitnienia (ang. flowering time), a takze w przypadku zb6z, termin
kloszenia (ang. days to heading; Schmalenbach i in., 2014; Trijatmiko i in., 2014).
Unikanie odwodnienia jest zdolno$cig roslin do utrzymania podstawowych
procesow zyciowych w okresie niedoboru wody poprzez modyfikacje tempa wzrostu oraz
wyksztatcenie lub zmian¢ morfologii organdw wegetatywnych, w celu zwigkszenia
poboru wody z gleby oraz zredukowania jej utraty. Ograniczenie transpiracji realizowane
jest poprzez zmniejszenie liczby i stopnia otwarcia aparatow szparkowych, zwijanie si¢
I okresowe zrzucanie lisci, zmniejszenie powierzchni blaszki liSciowej oraz obecnos¢
warstwy kutykularnej (Fang i Xiong, 2015). Obnizenie turgoru w komorkach
szparkowych, zwigzane z odebraniem sygnalu o malejacym potencjale wodnym
w ro$linie, powoduje zamykanie szparek, co zapobiega utracie wody z rosliny do
atmosfery. Mechanizm zamykania i otwierania szparek jest Scisle zwigzany z aktywnym
transportem jonow K* przez btony komorek przyszparkowych oraz z sygnalingiem kwasu
abscysynowego (ang. abscisic acid — ABA). Wraz z zahamowaniem transpiracji
ograniczony zostaje proces wymiany gazowej, umozliwiajacy dyfuzj¢ dwutlenku wegla
do wnetrza licia, co znaczaco obniza wydajnos¢ procesu fotosyntezy. Intensywno$¢
wymiany gazowej szacowana jest najczgsciej pomiarem przewodnos$ci szparkowej (ang.
stomatal conductance), temperatury powierzchni liscia (ang. canopy temperature) oraz
wielkos$ci i gestosci rozmieszczenia szparek w epidermie (Khazaei i in., 2014; Liu i in.,
2015). Unikanie odwodnienia poprzez intensyfikacj¢ pobierania wody z gleby zwigzane
jest gtdéwnie z modyfikacjami architektury systemu korzeniowego. Deficyt wody wplywa
na ograniczenie wzrostu organdw nadziemnych w celu zminimalizowania utraty wody
przez parowanie, z jednoczesng stymulacja wzrostu organdw podziemnych. Dlatego
zwigkszony stosunek suchej masy korzeni do suchej masy cz¢sci nadziemnej (ang. root
to shoot ratio) jest wskaznikiem odzwierciedlajagcym reakcje wielu gatunkow roslin na
stres suszy (Comas i in., 2013). Innymi cechami systemu korzeniowego, ktorych
morfologia ulega zmianie w odpowiedzi na ograniczenie dostgpnosci wody w glebie sa:
dhugosé, liczba, objetos¢ i $rednica korzenia zarodkowego oraz korzeni bocznych, a takze
ogblna powierzchnia i masa systemu korzeniowego (Forster i in., 2005; Kano-Nakata
i in., 2012). Kolejny parametr to bilans wodny, bedacy wypadkowa intensywnosci
pobierania wody oraz jej straty na drodze transpiracji, ktory wyrazany jest w sposob
posredni. Najwazniejszym wskaznikiem okreslajacym wplyw stresu suszy na ogo6lng

kondycje rosliny jest wzgledna zawarto$¢ wody (ang. relative water content — RWC),
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definiowana jako stosunek aktualnej zawartosci wody w tkance do jej zawartosci
w tkance w pelni uwodnionej (Anjum i in., 2011a). Najwyzsza wartos¢ RWC jest
charakterystyczna dla li§ci we wczesnym etapie rozwoju i spada wraz z ich dojrzewaniem
oraz w przypadku ekspozycji rosliny na stres suszy (Nayyar i Gupta, 2006). Innymi
cechami okres$lajagcymi bilans wodny s3: zawarto$§¢ wody w lisciu, utrata wody z liScia
oraz efektywnos¢ wykorzystania wody (ang. water use efficiency — WUE),
odzwierciedlajaca stosunek efektywnosci fotosyntezy netto do intensywnosci transpiracji
(Monclus i in., 2006; Farooq i in., 2009).

Tolerancja stresu suszy jest zdolno$cig roslin do utrzymania podstawowych
procesow zyciowych poprzez uruchomienie i regulacje licznych $ciezek metabolicznych,
w celu redukcji badz naprawy szkodliwych zmian, bedacych skutkiem niedoboru wody
w organizmie na poziomie fizjologicznym i biochemicznym (Fang i Xiong, 2015). Stres
suszy w znaczacy sposob wplywa na fotosyntezg, ktdra u roslin jest kluczowym procesem
warunkujagcym prawidtlowy wzrost i rozwdj. Wiele badan wskazuje na pozytywna
korelacje miedzy obnizeniem aktywnos$ci fotosyntetycznej oraz spadkiem plonowania,
z uwagi na mniejsza produkcje asymilatow. W warunkach stresu niedoboru wody
obserwowane jest zmniejszenie zawartosci zwigzkéw weglowych w liSciach, bedacych
glownym produktem fotosyntezy. Zmianie ulega metabolizm 1 wykorzystanie
asymilatow, ktore kierowane sa do komorek korzeni o zwigkszonej aktywnosci
metabolicznej, kosztem zahamowania rozwoju cze$ci nadziemnej ro$liny (Farooq i in.,
2009). Gtowna przyczyna spadku aktywnosci fotosyntetycznej jest obnizenie potencjatu
wody w lisciach, prowadzace do zamykania aparatow szparkowych i ograniczenia
asymilacji dwutlenku wegla. Na skutek absorbcji energii §wietlnej przy jednoczesnym
ograniczonym dostepie CO2, akceptory elektronow w fotosystemie 1l (PSII) pozostaja
trwale w stanie zredukowanym i nie moga przyjac¢ elektronow wybitych z czasteczek
chlorofilu w centrach aktywnych, co prowadzi do nagromadzenia energii wzbudzenia
w antenach fotosyntetycznych. Skutkiem fotoinhibicji jest zaburzenie transportu
elektroné6w w btonach tylakoidow gran chloroplastow oraz zmniejszenie aktywnosci
enzymow szlaku karboksylacji Calvina-Bensona. Nagromadzenie energii wzbudzenia
prowadzi do powstania reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species — ROS),
ktore przyczyniaja si¢ do uszkodzenia biatkowych komponentow fotosystemow,
degradacji i fotooksydacji barwnikow fotosyntetycznych oraz peroksydacji lipidow bton
komodrkowych chloroplastow (Rysunek 2.1.; Farooq i in., 2009; Kalaji i in., 2011a). Do

okreslenia aktywno$ci fotosyntetycznej wykorzystuje si¢ pomiar zawartos$ci oraz
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fluorescencji chlorofilu a. Wysoka zawarto$¢ chlorofilu (cecha ang. ,,stay green”) jest
pozytywnie skorelowana z wydajnoscig fotosyntetyczng oraz lepszym plonowaniem
w warunkach niedoboru wody (Guo i in., 2008). Pomiar in vivo fluorescencji chlorofilu
a jest miarg energii Swietlnej] wyemitowanej gtownie przez fotosystem II, szczeg6lnie
wrazliwy na szkodliwy wptyw suszy. Najczesciej stosowanymi metodami pomiaru sg
analiza krzywej szybkiej kinetyki fluorescencji chlorofilu a (test OJIP) oraz pomiar
fluorescencji modulowanej. Mozna wyrdézni¢ szereg parametréw opisujacych
fotochemiczng aktywno$¢ fotosystemu II, np. fluorescencja poczatkowa (Fo),
fluorescencja maksymalna (Fm), fotochemiczna wydajnos¢ kwantowa fotosystemu II
(dpsu), fotochemiczne wygaszanie fluorescencji (QP), ilo$¢ energii rozproszonej
z fotosystemu 11 w przeliczeniu na centrum reakcji (DIo/RC), ilo$¢ energii wykorzystanej
do transportu elektronéw w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnig liscia (ETo/CS),
czy tez wskaznik wydajnosci obliczony na podstawie absorbcji energii (Plans; Baker,

2008; Kalaji i in., 2011b).
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Rysunek 2.1. Mechanizmy wptywajgce na spadek wydajnosci procesu fotosyntezy
w czasie stresu suszy (Farooq i in., 2009; zmienione).



Kluczowym mechanizmem biochemicznym zwigkszajacym adaptacj¢ roslin do
stresu suszy jest dostosowanie osmotyczne (ang. osmotic adjustment — OA), ktore polega
na akumulacji nieorganicznych i organicznych substancji rozpuszczalnych w cytozolu,
zmniejszajgc potencjal osmotyczny komoérek w celu utrzymania turgoru (Sanders i Arndt,
2012). Dostosowanie osmotyczne opdznia proces starzenia si¢ liSci oraz umozliwia
wzrost korzeni i utrzymanie aktywnosci fotosyntetycznej w obliczu ograniczonej
dostepnosci wody. Akumulacja nieorganicznych jonow, gtéwnie K*, Na*, Ca®* i CI
w wakuoli, powoduje obnizenie ci$nienia osmotycznego i przeptyw wody z otoczenia do
komorki zgodnie z gradientem stgzen. Do organicznych osmoprotektantow naleza
niskoczasteczkowe aminokwasy i ich pochodne (prolina, glicyna), cukry (fruktoza,
glukoza, trehaloza), alkohole cukrowe (mannitol, sorbitol, glicerol) oraz czwartorzedowe
zwigzki amonowe (betaina; Fang i Xiong, 2015). Najlepiej poznanym osmoprotektantem
jest prolina, ktora ze wzgledu na duzg hydrofilowo$¢ bierze udziat w stabilizacji struktury
bton komoérkowych oraz ochronie biatek strukturalnych i enzymoéw przed denaturacja.
Kontroluje rowniez pH cytozolu, petni role antyoksydanta, unieszkodliwiajac reaktywne
formy tlenu oraz stanowi rezerwuar wegla i azotu, podtrzymujac metaboliczng aktywnos¢
komorek po zadziataniu czynnika stresowego (Szabados i Savoure, 2010; Sharma i in.,
2011). Z kolei podwyzszone stezenie cukréw prostych oraz sacharozy, maltozy i rafinozy
stwierdzono w lisciach tolerancyjnych odmian m.in. jeczmienia (Hordeum vulgare L.)
i pszenicy (Triticum aestivum L.; Qayyum i in., 2011; Filek i in., 2015). Ze wzgledu na
ograniczong aktywnos$¢ fotosyntetyczng spowodowang stresem suszy, zwigkszenie
akumulacji cukrow w tkankach jest wynikiem hydrolitycznego procesu rozktadu skrobi
(Bartels i Sunkar, 2005). U ro$lin potwierdzono role zaréwno cukrow prostych, jak
1 zlozonych w ochronie komorek przed szkodliwym skutkiem dzialania stresu
oksydacyjnego przez unieszkodliwianie wolnych rodnikéw tlenowych (Couée i in., 2006)
oraz przez regulacje¢ ekspresji genow odpowiedzialnych za synteze enzyméw z grupy
przeciwutleniaczy (Xu i in., 2009a). Ponadto dowiedziono, ze dwucukier trehaloza
stabilizuje dwuwarstwe lipidowa budujaca blony komorkowe oraz uczestniczy
w regulacji mechanizmu otwierania i zamykania aparatéw szparkowych (Delorge i in.,
2014).

Jedng z pierwszych biochemicznych odpowiedzi komoérek eukariotycznych na
odebranie sygnatu o zaistnieniu czynnika stresowego jest powstawanie reaktywnych form
tlenu. Pojawienie si¢ stresu oksydacyjnego jest sygnalem do uruchomienia kaskady

reakcji, majacych na celu przeciwdziatanie szkodliwym skutkom, jakie wywiera na
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organizm czynnik stresowy (Fang i Xiong, 2015). Do reaktywnych form tlenu powstatych
na skutek stresu suszy nalezg: anionorodnik ponadtlenkowy (O27), nadtlenek wodoru
(H202), rodnik hydroksylowy (OH-) oraz tlen singletowy (*O,). Zwiazki te sa naturalnymi
produktami metabolizmu tlenowego, wytwarzanymi przede wszystkim na terenie
chloroplastow, mitochondriow i peroksysomoéw, stanowigcymi wazy element wielu
szlakow sygnalowych. Czynnik stresowy wywotuje zachwianie rownowagi migdzy
powstawaniem i usuwaniem ROS oraz nagla ich akumulacje, co prowadzi do
peroksydacji lipidow, karbonylacji bialek oraz uszkodzen struktury DNA. Procesy te
wpltywaja w sposéb bezposredni na wyciek elektrolitow z bton komoérkowych,
zwigkszajac ich przepuszczalno$é, a takze na degradacj¢ biatek i1 barwnikow
fotosyntetycznych oraz inaktywacje enzymoéw, co w znaczacy sposob upos$ledza
podstawowe procesy zyciowe, prowadzac do $mierci komoérki (Choudhury i in., 2013).
Stres oksydacyjny prowadzi do wzrostu stezenia w komorkach dialdehydu malonowego
(MDA), ktory jest biologicznym markerem oceny stanu peroksydacji lipidow (Maeller
i in., 2007). Organizmy zywe wytworzyly szereg enzymatycznych i nieenzymatycznych
mechanizméw obrony przed szkodliwym dziataniem ROS, w celu utrzymania
wewnatrzkomorkowej — homeostazy  redoks. Do  najwazniejszych  enzymow
antyoksydacyjnych, ktorych podwyzszong aktywno$¢ stwierdzono w tkankach roslin
poddanych stresowi suszy, naleza: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT),
peroksydaza (POD), peroksydaza askorbinianowa (APX), peroksydaza glutationowa
(GPX) oraz reduktaza glutationowa (GSR). SOD katalizuje reakcj¢ dysmutacji bardzo
reaktywnego anionorodnika ponadtlenkowego do bardziej stabilnej czasteczki H2O»,
ktora z kolei jest usuwana przez system katalaz i peroksydaz (Noctor i in., 2014). Do
nieenzymatycznych przeciwutleniaczy zaliczane sa m.in. kwas askorbinowy, glutation
oraz zwiazki z grupy karotenoidow, tokoferoli i tokotrienoli. Kwas askorbinowy jest
substratem reakcji redukcji H20> do H.O, katalizowanej przez peroksydaze
askorbinianows. o-tokoferol stabilizuje wielonienasycone grupy acylowe lipidow,
redukujac szkodliwy efekt oddziatywania ROS na btony komorkowe. Z Kkolei 3-karoten
jest barwnikiem obecnym w chloroplastach, ktory stabilizuje funkcjonowanie
fotosysteméw poprzez zdolnos¢ do wigzania tlenu singletowego (Smirnoff, 2007,

Choudhury i in., 2013).



2.2. Molekularne podloze odpowiedzi roslin na stres niedoboru wody

Reakcja roslin na stres suszy zwigzana jest z podwyzszeniem lub obnizeniem
ekspresji wielu gendw oraz uruchomieniem lub modyfikacja roéznych S$ciezek
metabolicznych. Odpowiedz na niedobér wody w $rodowisku zapoczatkowana jest
odebraniem sygnatu o zaistnieniu stresu przez receptory btonowe, a nastepnie kaskada
jego transdukcji, zakonczong ekspresjg genéw indukowanych deficytem wody i adaptacja
ros§liny do nowych, niekorzystnych warunkéw Srodowiska (Shinozaki i Yamaguchi-
Shinozaki, 2007). Geny, ktorych aktywno$¢ skorelowana jest ze stresem suszy, mozna
podzieli¢ na dwie kategorie. Do pierwszej z nich zaliczane sg geny regulatorowe,
zaangazowane w Sciezke transdukcji sygnalu oraz regulacje ekspresji innych gendéw
odpowiedzi na stresy. Najwazniejszymi no$nikami informacji o stresie w komorce sg jony
Ca?*, ROS, ABA oraz fosfoglicerol, ktorych zmiana stezenia uruchamia proces
przekazywania sygnatu, obejmujacy fosforylacje i defosforylacj¢ biatek przez kinazy
i fosfatazy biatkowe oraz aktywacj¢ czynnikow transkrypcyjnych. Geny regulatorowe
koduja réwniez enzymy zaangazowane w biosyntez¢ ABA oraz metabolizm fosfolipidow
(Golldack i in., 2011). Druga grupe stanowig geny funkcjonalne, ktorych produkty
biatkowe zaangazowane sa bezposrednio w ochron¢ komponentdw komorki przed
szkodliwymi skutkami odwodnienia. Nalezg do nich biatka opiekuncze, biatka LEA (ang.
late embryogenesis abundant), osmoprotektanty oraz antyoksydanty. Wsréd genow
funkcjonalnych mozna wyrdznic¢ takze te, ktére kodujg biatka uczestniczace w pobieraniu
wody i jonow, np. akwaporyny i kanaly jonowe oraz zaangazowane w transport cukrow

i innych metabolitéw komérkowych (Hadiarto i Tran, 2011; Fang i Xiong, 2015).

2.2.1.Geny regulatorowe

Wiele czynnikoéw transkrypcyjnych oraz innych bialek odpowiedzi na stresy,
w celu nabycia petnej aktywnos$ci przechodzi przez proces obrobki posttranslacyjnej,
obejmujgcy przytaczanie lub odszczepianie reszty fosforanowej. Do najwazniejszych
typow kinaz przeprowadzajacych reakcje fosforylacji naleza kinazy biatkowe
aktywowane mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase — MAPK), kinazy
biatkowe zalezne od Ca®" (ang. calcium-dependent protein kinase — CDPK), kinazy
biatkowe oddziatujace z biatkami podobnymi do kalcyneuryny B (ang. calcineurin B-like
protein interacting protein kinase — CIPK) oraz receptorowe kinazy biatkowe (ang.
receptor-like kinases — RLK; Hu i Xiong, 2014). U ryzu (Oryza sativa L.), najlepiej
poznanym genem kodujacym kinaze¢ z rodziny MAPK jest OSMPKS, ktorego ekspresja

9



indukowana jest niedoborem wody, wzrostem stezenia ABA oraz H2O,. Transformanty
z nadekspresja genu OsMPK5 wykazywaly podwyzszong tolerancje na stres suszy,
zasolenia i niskiej temperatury (Xiong i Yang, 2003). Z kolei ekspresja genu DSM1
kodujacego kinaze¢ kinazy aktywujacej MAPK (ang. MAP kinase kinase kinase —
MAPKKK) indukowana jest wysokim zasoleniem i susza, natomiast nie zalezy od stresu
niskiej temperatury (Ning i in., 2010). Mutanty tego genu typu knock—out u ryzu poddane
stresowi suszy tracity wode¢ szybciej w poréwnaniu do typu dzikiego oraz
charakteryzowaly si¢ obnizong ekspresja dwoch gendéw kodujacych peroksydazy, co
sugeruje udziat genu DSM1 w mechanizmie usuwania ROS. Roéwniez linie ryzu
z nadekspresja genow OSCDPK7 i OsCIPK12 wykazywaly wyzszy poziom tolerancji na
susze. Dodatkowo, podwyzszona ekspresja genu OsCIPK12 skorelowana byta ze
zwigkszong zawartoscig rozpuszczalnych cukroéw i proliny (Saijo i in., 2000; Xiang i in.,
2007). Natomiast linie z nadekspresja genu OsSIK1, kodujacego kinaz¢ z rodziny RLK,
charakteryzowaty si¢ zwigkszong tolerancja na stresy suszy i zasolenia, redukcja stezenia
ROS oraz zmniejszong gestoscig aparatow szparkowych w epidermie liscia,
w poréwnaniu z typem dzikim (Ouyang i in., 2010).

W regulacji ekspresji wszystkich genow odpowiedzi na stres suszy nadrzedng role
pelnig czynniki transkrypcyjne. Sa to biatka wigzace si¢ z elementami cis sekwencji
promotorowych gendw docelowych, regulujace proces transkrypcji poprzez jej aktywacje
lub represj¢. Analiza sekwencji promotorowych gendow aktywowanych stresem
niedoboru wody wykazata obecnos¢ dwdch podstawowych miejsc wigzania czynnikow
transkrypcyjnych. Ekspresja gendow, ktore w promotorze posiadajg element ABRE (ang.
ABA-responsive element) regulowana jest na drodze zaleznej od ABA, natomiast
regulacja ekspresji genow z elementem DRE/CRT (ang. dehydratation-responsive
element/C-RepeaT) przebiega niezaleznie od akumulacji kwasu abscysynowego
(Shinozaki 1 Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Wséréd genow kodujacych czynniki
transkrypcyjne regulujace ekspresje podczas stresu suszy na drodze zaleznej od ABA
mozna wyrdzni¢ rodziny AREB/ABF oraz bZIP, a takze niektore geny z rodziny WRKY.
Nadekspresja genow AREB1 i AREB2 u Arabidopsis thaliana zwigkszyta wrazliwos¢ na
ABA oraz tolerancj¢ na stres suszy (Kang i in., 2002; Fujita i in., 2005), natomiast Jin
i in. (2009) u roslin A. thaliana transformowanych genem OSAREB1 stwierdzili
dodatkowo opoéznienie kwitnienia. Ekspresja genu OsbZIP23 jest silnie i szybko
indukowana stresem suszy, zasolenia, PEG (ang. polyethylene glycol) i ABA. Okoto 800
gendéw kodujacych dehydryny, biatka LEA, kinazy biatkowe, fosfatazy, biatka
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stabilizujace blone komodrkowa i1 biata transportujace lipidy ulegato podwyzszonej
ekspresji w liniach ryzu z nadekspresja OsbZIP23 (Xiang i in., 2008). Analiza czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny WRKY pozwolita na identyfikacj¢ 103 kodujacych je genow
u ryzu (Ramamoorthy i in., 2008). Yu i wspotpracownicy (2010) wykazali, ze ekspresja
genu WRKY72 indukowana jest przez PEG, NaCl, wysoka temperatur¢ i ABA. Linie
A. thaliana z nadekspresja WRKY72 wykazywaly wigksza wrazliwo$¢ na mannitol, NaCl
1 ABA w poréwnaniu z typem dzikim.

Do genéw dla czynnikéw transkrypcyjnych, regulujacych ekspresje na drodze
niezaleznej od kwasu abscysynowego, nalezy rodzina AP2/ERF oraz niektore geny
z rodziny NAC (Bakshi i Oelmiiller, 2014; Nakashima i in., 2014). Wsrod AP2/ERF
wyrézniono dwie podrodziny: DREB i ERF. U A. thaliana zidentyfikowano 6 genéw
DREB1 oraz 8 loci z grupy DREB2 (Rehman i Mahmood, 2015). Ich nadekspresja
zwigkszata tolerancj¢ transgenicznych roslin A. thaliana na stres suszy, niskiej
temperatury i zasolenia. Wykazano wzrost poziomu ekspresji genu HYDREB1 w lisciach
jeczmienia po zadziataniu stresem suszy, niskiej temperatury i zasolenia (Xu i in., 2009b)
oraz zwigkszony poziom transkryptu genu HVDRF1, bedacego aktywatorem ekspres;ji
genu HVAL (Xue i Loveridge, 2004). Z kolei, mutanty ryzu typu knock-out w genie
OsERF109 charakteryzowaty si¢ podwyzszong tolerancja na niedobér wody oraz wigksza
zawartoscig etylenu w tkankach, co wskazuje na udziat tego genu w negatywnej regulacji
odpowiedzi na stres suszy i biosyntezy etylenu (Yu i in., 2017). Wykazano indukowang
stresem suszy ekspresje genu SNAC1 w komorkach przyszparkowych epidermy liscia
u ryzu, a rosliny z jego nadekspresja charakteryzowaty si¢ zwiekszong tolerancjg na
niedobor wody. Zidentyfikowano ponad 80 genéw docelowych dla SNAC1, kodujacych
m.in. osmoprotektanty i antyoksydanty (Hu i in., 2006).

Waznym regulatorem w indukcji odpowiedzi na stres suszy jest kwas
abscysynowy. Jego akumulacja w komodrkach spowalnia procesy wzrostowe, wprowadza
nasiona 1 paki w stan spoczynku, indukuje wytwarzanie warstwy odcinajgcej w ogonkach
liSci, co powoduje ich opadanie, wptywa na zamykanie aparatow szparkowych,
ograniczajac transpiracj¢ oraz pelni role mediatora w kaskadzie procesow
modyfikujgcych ekspresje genéw zwigzanych z odpowiedzig na stres suszy (Sah i in.,
2016). Kluczowymi enzymami biorgcymi udziat w syntezie de novo ABA sg epoksydaza
zeaksantyny (ZEP), dioksygenaza 9-cis-epoksykarotenoidowa (NCED) oraz oksydaza
aldehydu ABA (AAO). Zwigkszong akumulacje ABA oraz wzrost tolerancji na stres

suszy stwierdzono w liniach ryzu stransformowanych genem AtNCED2 oraz genem
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AtLOSS, ktorego produkt biatkowy uaktywnia enzym AAO (Xiao i in., 2009) oraz
u transformantow A. thaliana z nadekspresja genu AtZEP (Park i in., 2008). Wykazano
réwniez zwiekszong tolerancje na niedobor wody oraz stres oksydacyjny wsrod linii ryzu
z nadekspresja genu DSM2, kodujacego hydroksylaze B-karotenu, enzym biorgcy udziat
w syntezie prekursora ABA — zeaksantyny (Du i in., 2010).

2.2.2.Geny funkcjonalne

Istotng role w regulacji bilansu wodnego w warunkach stresowych petnig
akwaporyny, czyli integralne biatka blonowe tworzace kanaly transportujace wodg i inne
niskoczasteczkowe substancje przez btony komdrkowe. Zmiany w poziomie ekspresji
genéw kodujacych akwaporyny, wywotane stresem niedoboru wody oraz stresem
zasolenia, wykazano m.in. u tytoniu (Nicotiana tabacum L.), bawelny (Gossypium
hirsutum L.), ryzu oraz A. thaliana (Mahdieh i in., 2008; Li i in., 2009; Alexandersson
i in., 2010; Gao i in., 2010). U ryzu stwierdzono obecno$¢ dziesieciu genéw kodujacych
akwaporyny, nalezacych do dwoch podrodzin OsPIP1 i OsPIP2. Wykazano zwigkszong
ekspresje genow OsPIP1-1, OsPIP2-5 i OsPIP2-7 w komoérkach korzeni oraz genu
OsPIP2-3 w lisciach, a takze obnizong ekspresje genéw OsPIP2-1, OsPIP2-5 i OsPIP2-
6 w lisciach po zadziataniu PEG, bedacym stymulatorem stresu suszy (Guo i in., 2006).

W tkankach ro$lin poddanych stresowi niedoboru wody obserwowane jest
nagromadzenie bialek LEA, ktore w optymalnych warunkach akumulowane sg przez
nasiona w czasie ostatniej fazy dojrzewania, zabezpieczajac zarodki przed wysychaniem.
Bialka LEA stabilizujg struktury blon komodrkowych oraz pelnig funkcje biatek
opiekunczych poprzez translokacje¢, degradacje i regulacje¢ faldowania innych biatek. Ze
wzgledu na silng hydrofilowos¢ maja wysokie powinowactwo do wigzania czasteczek
wody, wykazujac tolerancj¢ na wysokie temperatury (Hand i in., 2011). U jeczmienia
zidentyfikowano gen HVA1, kodujacy biatko z tej grupy, ktorego poziom ekspresji
wzrasta gwaltownie w miodych siewkach po traktowaniu stresem suszy, wysokiej
temperatury i ABA (Checker i in., 2012). Linie ryzu oraz pszenicy z nadekspresja genu
HVA1 charakteryzowaty si¢ lepsza efektywnosciag wykorzystania wody (WUE) oraz
silniejszym wzrostem w warunkach stresu suszy w stosunku do roslin o fenotypie dzikim
(Sivamani i in., 2000; Babu i in., 2004). Xiao i wspotpracownicy (2007) wykazali
wigkszy potencjat plonotworczy transformantow ryzu z nadekspresja genu OSLEA3-1
narazonych na deficyt wody w warunkach polowych. Do bialek LEA zaliczane sa

rowniez dehydryny. U jeczmienia opisanych zostato trzynascie genow dla dehydryn
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(Dhn1-Dhn13) o potwierdzonej roli w indukowaniu tolerancji na stres suszy oraz niskiej
temperatury (Rodriguez i in., 2005). Inng grupg bialek opiekunczych, ktorych ilosé¢
wzrasta po zadzialaniu stresem suszy oraz wysokiej temperatury sa bialka szoku
cieplnego (ang. heat shock proteins — HSP), ktore stabilizujg strukture innych biatek,
zapobiegajac ich denaturacji. Sato i Yokoya (2008) wykazali zwigkszong tolerancje na
stres suszy wsrod linii ryzu z nadekspresja genu SHSP17.7.

Duza grupe biatek funkcjonalnych indukowanych stresem suszy stanowig enzymy
szlaku biosyntezy osmoprotektantow. U ryzu w warunkach stresu osmotycznego, suszy
oraz zasolenia stwierdzono zwigkszong ekspresj¢ genu OSTPP1, kodujacego kluczowy
enzym syntezy dwucukru trehalozy. Ponadto, nadekspresja OsTPP1 skorelowana byta
z aktywacjg transkrypcji dwoch gendéw dla kinaz OSMPK3 i OsMPK4, a takze genu
kodujacego czynnik transkrypcyjny OSDREB1B (Ge i in., 2008; Li i in., 2011).
Aktywacja szlaku syntezy proliny w warunkach suszy zalezna jest gtdéwnie od ekspresji
genu P5CS, kodujacego syntaze &-pirolino-5-karboksylanu. Transformanty soi (Glycine
max L.) z nadekspresja genu AtP5CS charakteryzowaly si¢ zwigkszong wzgledng
zawartoscia wody w lisciach (RWC) w odpowiedzi na stres suszy oraz Wysokiej
temperatury (De Ronde i in., 2004). Zhang i wspotpracownicy (2013) wykazali, ze
w warunkach deficytu wody wzrost poziomu ekspresji genéw szlaku biosyntezy proliny,
P5CS i OAT, zwiazany jest z demetylacja DNA, co sugeruje epigenetyczng kontrole tego
procesu. Z dostosowaniem osmotycznym zwigzana jest takze zwigkszona ekspresja genu
mtID kodujacego enzym z grupy dehydrogenaz, katalizujacy synteze mannitolu.
Stwierdzono zwigkszong tolerancjg na stres deficytu wody linii pszenicy z nadekspresja
genu mtID (Abebe i in. 2003). Z kolei dehydrogenaza argininy, kodowana przez gen
Adcl, jest zaangazowana w syntez¢ poliamin. Poliaminy stabilizuja blony
cytoplazmatyczne dzigki oddzialywaniom dodatnio natadowanych grup aminowych
z ujemnie natadowanymi grupami fosfolipidow. Ich dzialanie w indukowaniu
zwigkszonej tolerancji na niedobor wody zostato potwierdzone u ryzu na podstawie
analizy profili ekspresji genow OsAdcl i OsAdc2 (Peremarti in., 2010).

Istotnym mechanizmem przeciwdziatania negatywnym skutkom stresu suszy jest
ekspresja genow zwigzanych z procesem usuwania reaktywnych form tlenu. W wyniku
transformacji genomu chloroplastowego ryzu konstruktem zawierajacym wyizolowany
z grochu (Pisum sativum L.) gen MnSOD, kodujacy manganowa dysmutaze
ponadtlenkowa, pod promotorem SWPAZ2, pochodzacym ze stodkiego ziemniaka
(Ipomoea batatas L.) oraz indukowanym stresem oksydacyjnym, otrzymano linie
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z nadekspresja analizowanego genu o zwigkszonej tolerancji na stres suszy (Wang i in.,
2005). Z kolei, Koussevitzky 1 wspotpracownicy (2008) wykazali akumulacje
peroksydazy askorbinianowej w tkankach A. thaliana po zadziataniu stresem suszy oraz
wysokiej temperatury. Mutanty wykazujace knock-out w genie APX1 (ascorbate
peroxidase 1), kodujacym ten enzym, charakteryzowaty si¢ zwigkszong koncentracja
nadtlenku wodoru w tkankach oraz wigksza wrazliwo$cig na zadane stresy w porownaniu
z typem dzikim. Rosliny A. thaliana z nadekspresja genu AtGPX3, kodujgcego
peroksydaze glutationowa, charakteryzowaly si¢ mniejsza wrazliwoscig na stres suszy
oraz redukcja utraty wody na drodze transpiracji. Linie niosgce mutacje w analizowanym
genie charakteryzowaly si¢ wigkszg wrazliwoscig na traktowanie nadtlenkiem wodoru
1 wzmozong produkcja H202 w komorkach przyszparkowych. Ponadto wykazano, ze
mutacja atgpx3 skorelowana jest z obnizeniem aktywnosci genow dla czynnikoéw
transkrypcyjnych ABI1 i ABI2 z rodziny AP2/ERF, ktore reguluja ekspresje innych
genoéw zwigzanych z odpowiedzig na niedobor wody na drodze niezaleznej od ABA
(Miao i in., 2006). Innym przyktadem genu zaangazowanego w kontrole metabolizmu
ROS jest OsSRO1c, zidentyfikowany w genomie ryzu ortolog genu RCD1 (radical-
induced cell death 1) opisanego pierwszy raz u A. thaliana. OsSRO1c jest genem
docelowym dla czynnika transkrypcyjnego SNACI, kontrolujagcym mechanizm
otwierania i zamykania aparatow szparkowych oraz stgzenie H.0, w komorkach

przyszparkowych (You i in., 2014).

2.3. Tworzenie wysokorozdzielczych map genetycznych

Wysokorozdzielcze mapy genetyczne charakteryzujace si¢ znacznym stopniem
pokrycia genomu znalazly szereg zastosowan we wspodlczesnej genetyce ro$lin.
W przypadku gatunkéw, ktorych genomy nie zostaty dotad zsekwencjonowane, mapy
genetyczne stanowig doskonaty punkt wyjscia do mapowania porownawczego z mapami
genetycznymi lub sekwencjami genomow spokrewnionych gatunkéw. Pozwala to na
analiz¢ syntenicznych zalezno$ci ulozenia genéw oraz do przewidywania funkcji, jakie
prawdopodobnie pelnig w badanym gatunku. Mapy genetyczne Stanowig rowniez
znakomite narzgdzie do analizy wielu istotnych gospodarczo cech, ktérych wyksztatcenie
jest wynikiem facznej ekspresji kilku gendéw, umozliwiajac genomowa lokalizacje
determinujgcych je czynnikéw (mapowanie loci cech ilosciowych, ang. quantitative trait
loci — QTL). Wykorzystywane sg rowniez w klonowaniu pozycyjnym do izolacji genow

o ekspresji powodujagcej widoczng zmiane fenotypu, gdy brak jest informacji na temat
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kodowanych przez nie produktow biatkowych. Wysokorozdzielcze mapy genetyczne
tworzone sg rowniez dla gatunkéw, ktorych genom zostat zsekwencjonowany. Stanowig
one w tym przypadku punkt odniesienia, na podstawie ktérego szeregowane sg
poszczegolne kontigi i przypisywane do okreslonych chromosomoéw, czego doskonatym
przyktadem bylo tworzenie fizycznej mapy genomu jeczmienia (The International Barley
Genome Sequencing Consortium, 2012). Innym zastosowaniem wysokorozdzielczych
map genetycznych stworzonych dla gatunkow, ktérych petna sekwencja genomowa
zostala poznana, jest bezposrednia identyfikacja genéw kandydackich warunkujacych
wyksztatcenie cech ilosciowych, zmapowanych w regionach QTL. Geny
zidentyfikowane w ten sposob mogg by¢ nastepnie wprowadzone w inne tlo genetyczne
na drodze selekcji w oparciu 0 markery (ang. marker assisted selection — MAS), co
znacznie skraca proces wyprowadzania nowych form o lepszych walorach
agronomicznych (Semagn i in., 2006; Cheema i Dicks, 2009).

Mapowanie genetyczne polega na ustaleniu pozycji oraz wzglednej odleglosci
genetycznej miedzy genami lub markerami molekularnymi w chromosomach
okreslonego gatunku. W konstruowaniu map genetycznych wysokiej rozdzielczosci
wykorzystywane sg dane o segregacji nawet kilkudziesigciu tysigcy polimorficznych loci
w pokoleniu potomnym, zwanym populacja mapujaca, otrzymanym poprzez
kontrolowane krzyzowanie zréznicowanych genetycznie form rodzicielskich (Wu i in.,
2008). Podstawa mapowania genetycznego jest zasada, ze geny lub markery molekularne
segreguja W wyniku procesu mejotycznej rekombinacji (ang. crossing-over), co
umozliwia ich analiz¢ w pokoleniu potomnym. Zgodnie z drugim prawem Mendla, allele
w loci zlokalizowanych w réznych chromosomach dziedzicza si¢ niezaleznie od siebie,
w sposob losowy tworzac w gametach wszystkie mozliwe kombinacje. Geny lub markery
molekularne, ktore sa zlokalizowane w tym samym chromosomie s3a sprzezone
1 dziedziczg si¢ zaleznie od siebie. Im mniejsza odlegtos¢ migdzy nimi w chromosomie,
tym mniejsze prawdopodobienstwo zaj$cia crossing-over 1 wieksze prawdopodobienstwo
wspolnego dziedziczenia. Populacja mapujaca jest zatem zbiorem genotypow
rodzicielskich i zrekombinowanych pod wzgledem segregujacych loci. Czgstotliwosé
rekombinacji, obliczana na podstawie liczby wystepujacych w populacji rekombinantow,
wykorzystywana jest do kalkulacji genetycznych odleglosci miedzy parami loci
sprzgzonych. Dystans dzielagcy sprzezone geny lub markery molekularne na mapie

genetycznej wyrazony jest w centymorganach (cM), gdzie 1 cM definiuje si¢ jako
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odleglo$¢ miedzy dwoma loci, dla ktérej prawdopodobienstwo zajscia crossing-over
wynosi 1% (Collard i in., 2005; Semagn i in., 2006).

Na konstrukcje wysokorozdzielczych map genetycznych sktada si¢ kilka etapow,
mianowicie: wyprowadzenie populacji mapujgcej poprzedzone wyborem form
rodzicielskich, wybdér odpowiedniego systemu markerowego do analizy populacji
mapujacej oraz analiza sprzezen, przeprowadzona z wykorzystaniem programow
komputerowych. W obliczu coraz bardziej powszechnego stosowania metod wysokiej
przepustowosci w genotypowaniu populacji mapujgcych, koniecznym staje si¢ tworzenie
nowych metod, umozliwiajacych efektywng analize danych o segregacji tysiecy
markeréw molekularnych, ktore czesto sg niekompletne lub obarczone pewnag doza
btedow genotypowania. Tylko wysokorozdzielcze mapy genetyczne charakteryzujace si¢
wysoka jako$cig moga znalez¢ praktyczne zastosowanie, szczegdlnie w mapowaniu loci
cech ilosciowych oraz identyfikacji gendéw lezacych u podstawy wyksztatcenia
analizowanych cech fenotypowych, reprezentowanych przez zmapowane QTL (Semagn
i in., 2006; Wu i in., 2008).

2.3.1. Wybér populacji mapujacej

Pierwszym krokiem w tworzeniu populacji mapujacej, czyli rozszczepiajacego si¢
pod wzgledem wielu markeréw potomstwa przeprowadzonego krzyzowania, jest wybor
genetycznie odmiennych form rodzicielskich, rézniacych si¢ pod wzgledem jednej badz
wielu istotnych cech. Dystans genetyczny miedzy genotypami wyselekcjonowanymi do
krzyzowania powinien by¢ na tyle duzy, by uwidoczni¢ wysoki polimorfizm na poziomie
molekularnym. Jednocze$nie zbyt duze zrdéznicowanie genetyczne moze prowadzi¢ do
sterylnosci potomstwa oraz wystepowania zaburzen segregacji alleli w wielu
polimorficznych loci. W przypadku gatunkéw samopylnych, takich jak jeczmien,
formami rodzicielskimi sg zazwyczaj wysoce homozygotyczne linie 0 niskim stopniu
pokrewienstwa (Semagn i in., 2006). W mapowaniu loci cech ilosciowych kontrolujacych
ztozone cechy, takie jak tolerancja na niedobor wody, czgsto wykorzystywane sg
populacje mapujgce wyprowadzone z krzyzowan form dobrze plonujacych w warunkach
kontrolnych z blisko spokrewnionymi gatunkami dzikimi, charakteryzujacymi si¢
lepszym przystosowaniem do przezycia w trudnych warunkach klimatycznych.
Przyktadem dla jeczmienia jest krzyzowanie z gatunkiem Hordeum spontaneum K. Koch,

najblizszym dzikim krewnym obecnie uprawianych odmian, ktory stanowi doskonate
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zrédto nowych alleli w kreowaniu form lepiej plonujacych w warunkach stresowych
(Tuberosa i Salvi, 2006).

Do najczesciej wykorzystywanych typow populacji mapujgcych u gatunkow
samopylnych zalicza si¢ pokolenie F2, populacje otrzymane poprzez krzyzowanie
wsteczne (ang. backcross — BC), rekombinacyjne linie wsobne (ang. recombinant inbred
lines — RIL) oraz populacje podwojonych haploidow (ang. doubled haploids — DH;
Schneider, 2005; Semagn i in., 2006). Populacja F. uzyskiwana jest przez samozapylenie
mieszancéw z pokolenia Fi otrzymanych przez skrzyzowanie linii rodzicielskich,
natomiast populacja BC wyprowadzana jest z pokolenia Fi, poprzez skrzyzowanie
wsteczne z jednym z rodzicéw. Zaletami obu typow populacji mapujacych jest prostota
otrzymywania oraz krotki czas wyprowadzenia, natomiast gldéwng ich wada jest
nietrwalo$¢, gdyz ze wzgledu na wysoka heterozygotycznos¢ kolejne pokolenia nie sg
genetycznie identyczne w stosunku do populacji wyjéciowej. Populacja mapujaca RIL
otrzymywana jest przez samozapylenie osobnikéw pokolenia F» z zastosowaniem metody
SSD (ang. single seed descent), ktora polega na wysiewie jednego ziarna z kazdej rosliny
przez 6-8 pokolen, co prowadzi do prawie catkowitej homozygotyzacji populacji
w osmym pokoleniu. Kazda linia RIL zawiera unikalng kombinacj¢ fragmentéw
chromosomoéw pochodzacych od obojga rodzicow. Cechg populacji rekombinacyjnych
linii wsobnych, wyrdzniajaca ja sposrod pozostatych typow populacji mapujacych, jest
wysoki stopien rekombinacji, bedacy wynikiem wielu rund mejozy, przez ktore musza
przejs¢ rosliny zanim osiagng stan homozygotycznosci. Dzigki temu, odpowiednio liczne
populacje RIL stosowane sg W tworzeniu map o wysokiej rozdzielczo$ci oraz
w mapowaniu blisko sprzezonych ze sobg loci. Linie RIL sg genetycznie utrwalone, moga
zatem by¢ wykorzystywane do wielu analiz w r6znych warunkach §rodowiska. Jest to
cecha szczegodlnie pozadana w mapowaniu loci cech ilosciowych, ktére wymaga
fenotypowania osobnikéw populacji mapujace; w kilku powtorzeniach w roznych
lokalizacjach, czesto na przestrzeni wielu lat. Gtéwng wadg linii RIL jest dlugi czas
wymagany do ich wytworzenia. Ostatnim, bardzo popularnym typem populacji
mapujacej s3 linie DH. Podwojone haploidy uzyskiwane sa droga kultury in vitro poprzez
androgeneze, gynogenez¢ lub krzyzowanie oddalone 1 eliminacje chromosomow
(Murovec i Bohanec, 2012). Linie DH sg catkowicie homozygotyczne, gdyz ich genomy
sktadaja si¢ z dwoch identycznych zestawoéw chromosomoéw, charakterystycznych dla
gamet, z ktorych powstaty. Nasiona osobnikéw populacji DH, podobnie jak w przypadku

linii RIL, stanowig trwate zrodto materialu genetycznego, umozliwiajace ich wielokrotne
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wykorzystanie w roéznych analizach. Zaleta tego typu populacji jest mozliwosé
otrzymania linii w ciggu jednego pokolenia. Gtéwna wada populacji DH jest konieczno$¢
posiadania efektywnej metody regeneracji roslin haploidalnych w warunkach kultury
in vitro (Schneider, 2005; Semagn i in., 2006).

Istotnym czynnikiem przy wyprowadzaniu populacji mapujacej jest jej finalny
rozmiar. W praktyce, liczba osobnikow wigkszosci analizowanych populacji mapujacych
waha si¢ od 50 do 250. Im bardziej liczna populacja, tym wigksza szansa na otrzymanie
mapy o wysokiej rozdzielczosci. Zastosowanie zbyt matych populacji mapujacych
prowadzi czegsto do konstrukcji map genetycznych charakteryzujacych si¢ wieloma
grupami sprzezen, znacznie przewyzszajacymi haploidalng liczbe chromosomow
analizowanego gatunku oraz nieprawidtowa kolejnos$cia utozenia loci w chromosomach.
Stwierdzono, ze dla wigkszo$ci typéw populacji mapujacych, optymalna liczebnos¢ dla
otrzymania mapy genetycznej dobrej jakosci wynosi 200 osobnikow (Ferreira i in., 2006;
Semagn i in., 2006).

2.3.2.Najwazniejsze systemy markerow molekularnych

Na przestrzeni ostatnich trzech dekad powstato wiele systemow markeréw
molekularnych, ktorych zrédlem polimorfizmu sg réznice w liczbie kopii sekwencji
tandemowo powtorzonego DNA, brak lub wstawienie grupy nukleotydow (ang.
insertion/deletion — INDEL) oraz polimorfizm pojedynczych nukleotydow (ang. single
nucleotide polymorphism — SNP). Systemy markeréw ewoluowaly w kierunku
opracowania metod wysokoprzepustowych, umozliwiajacych jednoczesng analize
tysiecy loci, relatywnie tanich i niewymagajacych technicznie oraz charakteryzujacych
si¢ duzg powtarzalno$cig wynikow. Pierwsze mapy genetyczne opieraly si¢ na systemach
RFLP (ang. restriction fragments length polymorphism) oraz AFLP (ang. amplified
fragment length polymorphism). Nastepnie, markery SSR (ang. simple sequence repeats)
zrewolucjonizowaly proces tworzenia map genetycznych od lat 90 do poczatku XXI
wieku, ze wzgledu na kodominacyjny charakter dziedziczenia, wysoki poziom
polimorfizmu oraz mozliwos$¢ zautomatyzowania analizy. Wymienione typy markerow
sa wykorzystywane w tworzeniu wspotczesnych map genetycznych gtéwnie jako
znaczniki pomagajace w okresleniu wlasciwego porzadku utozenia nowo zmapowanych
loci w chromosomach oraz utatwiajace tworzenie map konsensusowych, integrujacych
kilka map genetycznych skonstruowanych dla réznych populacji mapujacych (Agarwal
I in., 2008; Mammadov i in., 2012). W tworzeniu map genetycznych, ktoérych gldownym
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przeznaczeniem jest mapowanie QTL, szczeg6lnie atrakcyjne sg systemy markerowe
oparte na polimorfizmie wewnatrzgenowym (ang. gene-targeted markers — GTM), czego
przyktadem sa markery EST-SSR i EST-SNP. Zrodlem tego typu systemoéw sa kolekcje
EST (ang. expressed sequence tags), otrzymywane w wyniku sekwencjonowania koncow
transkryptow mRNA reprezentujacych geny ulegajace ekspresji w okre§lonych
warunkach fizjologicznych. W przypadku sprzezenia tego typu markera z badang cecha
mozna przypuszczac, ze zmapowany gen jest czynnikiem determinujgcym wyksztatcenie
analizowanego fenotypu (Poczai i in., 2013).

Wysokorozdzielcze mapy genetyczne o duzej gestosci oparte sg obecnie na
markerach DArT (ang. diversity arrays technology) oraz SNP. Metoda DArT polega na:
(1) stworzeniu reprezentacji genomowej fragmentéw DNA, za pomocg enzymatycznego
trawienia i selekcji produktow ciecia poprzez amplifikacje przy uzyciu starterow
selekcyjnych, oraz (2) detekcji polimorfizméw z wykorzystaniem hybrydyzacji
z sondami na mikromacierzy (Jaccoud i in., 2001). Technika DArT jest wydajng metoda
w tworzeniu duzej liczby markerow w relatywnie krotkim czasie dla gatunkow
pozbawionych wystarczajacych zasoboéw informacji na temat ich sekwencji genomowych
(Wenzl i in., 2006). Obecnie uwaza si¢, ze przyszlo$cig tworzenia map
wysokorozdzielczych sg wysokoprzepustowe techniki oparte na markerach SNP.
Podstawowym wyzwaniem dla badaczy jest identyfikacja loci SNP wystepujacych
w duzych i ztozonych, czesto poliploidalnych genomach roslin, ktore charakteryzuja sig
duza frakcja sekwencji powtarzalnych. Rozwigzanie tego problemu przyniosto
opracowanie nowych technik identyfikacji polimorfizméw pojedynczych nukleotydow,
tj. RAD (ang. restriction site associated DNA) oraz GBS (ang. genotyping by
sequencing), wykorzystujacych metode sekwencjonowania nastepnej generacji (ang.
next-generation sequencing — NGS). Cechg wspdolng wymienionych metod jest redukcja
ztozonosci genomu przeprowadzana za pomocg enzymow restrykcyjnych, amplifikacja
fragmentéw zdeponowanych w stworzonej bibliotece genomowej oraz masowe
rownolegle sekwencjonowanie przeprowadzone na wybranej z kilku komercyjnie
dostepnych platform, np. HiSeq (Illumina), 454 (Roche), Sequel (Pacific Biosciences),
czy tez SOLID i lonTorrent (ThermoFisher). Obecnie ze wzgledu na wysoka
przepustowos¢ i doktadnos¢ odczytéw oraz malejace koszty analiz, najczesciej stosowane
sg systemy sekwencjonowania NGS oferowane przez firme¢ Illumina (Davey i in., 2011;

Mammadov i in., 2012; Van Dijk i in., 2014).
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2.3.3. Analiza sprzezen markeroéw i konstrukcja mapy genetycznej

Zasadniczym etapem tworzenia mapy genetycznej jest analiza segregacji
polimorficznych markerow w populacji mapujgcej, wstgpna ocena wygenerowanego
zestawu danych pod katem identyfikacji potencjalnych bledéw genotypowania oraz
analiza sprz¢zen z wykorzystaniem programoéw komputerowych. Dostgpne programy
réznig si¢ migdzy sobg zastosowanymi testami statystycznymi oraz algorytmami,
jednakze analiza przeprowadzona z wykorzystaniem kazdego z nich obejmuje ten sam
schemat, na ktory sktada si¢: ustalenie grup sprz¢zen, okreslenie porzadku utozenia loci
w wyszczegbdlnionych grupach oraz okreslenie genetycznych odlegtosci migdzy nimi,
determinujgcych finalng dlugos¢ skonstruowanej mapy (Semagn i in., 2006; Cheema
I Dicks, 2009).

Pierwszym etapem w wyznaczaniu grup sprzezen jest obliczenie czestosci
rekombinacji miedzy parami markerow. Grupy sprzezen sa tworzone poprzez
sekwencyjne dodawanie kolejnych loci, ktore prezentuja najmniejsza warto$é
rekombinacji wzgledem markeréw dodanych wczesniej. Do oceny prawdopodobienstwa
sprzezenia loci wykorzystywany jest test wiarygodnosci zwany LOD (ang. logarithm
of odds), definiowany jako logarytm ilorazu prawdopodobienstwa sprzezenia do
niezaleznego dziedziczenia dwoch cech. LOD rowny 3 uznaje si¢ za wartos¢ krytyczng
wspotczynnika, na podstawie ktorej dwa markery uwazane sg za sprzezone, co oznacza
tysigckrotnie wigksze prawdopodobienstwo wspdlnego dziedziczenia, w stosunku do
jego braku. Im wigksza progowa warto$s¢ LOD, tym bardziej rygorystycznie formowane
sg grupy sprzezonych markeréw. Opisana strategia tworzenia grup sprzezen po raz
pierwszy zostata zastosowana w programach MapMaker i JoinMap (Lander i in., 1987;
Van Ooijen i Voorrips, 2001). Dostgpne sg rowniez inne programy, tj. MadMapper
I MSTwmap, ktore grupuja loci poprzez podziat grafu wazonego, ktorego wezty
reprezentuja markery, a krawedzie wartosci rekombinacji (Cheema i Dicks, 2009).
Problemem w tworzeniu map wysokorozdzielczych, gdzie analizowane sg dane
0 segregacji duzej liczby markerow, jest zjawisko falszywie pozytywnego sprzezenia,
gdy wartosci rekombinacji migdzy grupami markeréw nalezacych do rdéznych
chromosomow sg mniejsze, niz dla loci zlokalizowanych w tym samym chromosomie.
Sytuacja ta jest zrodtem przypisania markerow z r6znych chromosomoéw do jednej grupy
sprzg¢zen, nawet przy zastosowaniu wysokich wartosci krytycznych wspotczynnika LOD.
Zjawisko to wystepuje czgsto W przypadku markerow, dla ktorych obserwuje sie istotne

statystycznie odchylenia od prawidlowej segregacji alleli (3:1 dla F2; 1:1 dla BC, RIL
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i DH), wyliczone z wykorzystaniem testu 2. Jednym z zaproponowanych rozwigzan tego
problemu, zaimplementowanym w programie MultiPoint, jest kilkuetapowy proces
grupowania loci. W pierwszym etapie, przy zastosowaniu bardzo restrykcyjnych warto$ci
progowych, czyli wysokiej wartosci wspolczynnika LOD oraz malej wartosci
rekombinacji migdzy parami loci, minimalizowane jest prawdopodobienstwo
grupowania loci z r6znych chromosoméw, czego wynikiem jest stworzenie wielu matych
grup sprze¢zen. W kolejnych etapach, przy zastosowaniu mniej rygorystycznych warto$ci
progowych, grupy sprzezen reprezentujace odcinki tego samego chromosomu sg scalane,
tworzac jedng grupe sprzezonych loci (Semagn i in., 2006; Ronin i in., 2010).

Kolejnym krokiem w konstruowaniu mapy genetycznej jest ustalenie kolejnosci
utozenia loci w wylonionych grupach sprz¢zen. Proces szeregowania markeréw polega
na dodawaniu kolejno po sobie loci, zaczynajac od pary, ktéora wykazuje najwigksze
prawdopodobienstwo sprzg¢zenia. Dostepne programy komputerowe korzystaja z roznych
kryteriow optymalizacyjnych zwanych funkcjami celu (ang. objective functions), np.
wazonej metody najmniejszych kwadratow (ang. weighted least squares), maksymalnego
prawdopodobienstwa (ang. maximum likelihood — ML), czy tez maksymalnej liczby
w pehi informatywnych mejoz (ang. maximum number of fully informative meioses —
SALEQ). Wygenerowane z ich wykorzystaniem mapy mogag rézni¢ si¢ nieznacznie
kolejnoscia ulozenia loci, szczegdlnie w przypadku danych o segregacji tysigcy
markerow, ktorych liczba przewyzsza maksymalng mozliwg rozdzielczo$§¢ mapowania
dla stosunkowo niewielkich populacji mapujacych (Cheema i Dicks, 2009). Strategia
utatwiajgcg analize tego typu danych jest identyfikacja tzw. binéw, definiowanych jako
grupy markeréw charakteryzujacych si¢ identycznym wzorem segregacji alleli,
oddzielonych od pozostatych loci/binow pojedynczym zdarzeniem rekombinacji.
Nastgpnie wylaniane sg najbardziej reprezentatywne markery zastepujace poszczegdlne
biny, tzw. delegaci, na podstawie ktorych tworzone sg mapy szkieletowe, wysycane
pozostalymi loci w ostatniej fazie konstrukcji mapy (Ronin 1 in., 2010; Liu 1 in., 2014).
Istotny wptyw na poprawnos$¢ szeregowania loci maja réwniez btedy genotypowania,
powodujace czesto wprowadzenie do danych o segregacji alleli podwdjnych
rekombinantow, co btednie sugeruje zajscie dwoch zdarzen rekombinacji miedzy trzema
sasiadujacymi loci, oraz brak danych o genotypie pod wzgledem okre§lonego markera
dla wielu linii populacji mapujacej. Niektore programy komputerowe, np. JoinMap,

MadMapper, czy HighMap oferuja narzedzia do identyfikacji loci generujacych lokalng
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niestabilno$¢ mapy, ktore po wnikliwej analizie moga zosta¢ wykluczone (Cheema
I Dicks, 2009).

Ostatnim etapem konstrukcji mapy genetycznej jest okreSlenie genetycznych
odlegtosci miedzy parami sprzezonych loci. Dla niewielkich odleglosci mapowych,
mniejszych niz 10 cM, przyjmuje si¢, ze odcinek migdzy parg markeréw na mapie rowny
1 ¢cM odpowiada 1% czestosci zachodzenia rekombinacji. Dla wigkszych odleglosci
genetycznych konieczne jest zastosowanie funkcji mapujacych, ze wzgledu na mozliwos¢
zaj$cia wielokrotnego crossing-over lub zjawiska interferencji, czyli wptywu wystgpienia
crossing-over w jednym miejscu na rekombinacj¢ w sasiedztwie. Najczg$ciej stosuje Si¢
funkcje Haldane’a lub Kosambiego. Obie uwzglgdniaja mozliwo$¢ wystapienia
wielokrotnego crossing-over, a funkcja Kosambiego dodatkowo bierze pod uwagg

mozliwos¢ zajécia interferencji (Semagn i in., 2006).

2.4. Strategia genéw kandydackich (ang. candidate genes — CG) w analizie QTL

Jednym z gléwnych celow genetyki roslin jest identyfikacja i izolacja genow
zaangazowanych w wyksztatcenie istotnych gospodarczo cech, z ktérych zdecydowana
wiekszos¢ to cechy ztozone, bedace wynikiem tacznej ekspresji wielu gendéw, w ktorych
determinacje zaangazowanych jest wiele $ciezek metabolicznych. Istniejg dwa glowne
podejscia do poznania molekularnej podstawy dziedziczenia cech ilosciowych. Podejsécie
genetyki klasycznej ‘forward genetics’, dotyczace klonowania genow i QTL w oparciu
o roznice fenotypowe migdzy rodzicami populacji mapujacej, umozliwia izolacje genow
zmapowanych w interwale QTL poprzez mapowanie wysokorozdzielcze (ang. fine
mapping) oraz analiz¢ mapy fizycznej dla badanego rejonu. Poniewaz mapowanie QTL
charakteryzuje si¢ stosunkowo niewielkg rozdzielczo$Scia, jego wynikiem jest
identyfikacja fragmentow genomu o dlugosci okoto 10-30 cM, mogacych zawiera¢ nawet
setki gendéw potencjalnie zaangazowanych w wyksztalcenie badanej cechy (Salvi
i Tuberosa, 2005). W celu identyfikacji najbardziej prawdopodobnych determinantéw
okreslonego fenotypu konieczne jest zawezenie zidentyfikowanych fragmentow genomu
poprzez analiz¢ rekombinantow. Technika ta jest jednak bardzo pracochtonna, wymaga
licznej populacji linii blisko izogenicznych (ang. near isogenic lines — NIL),
segregujacych tylko w obrgbie fragmentu obejmujacego zmapowany QTL. Konieczna
jest takze dostepno$¢ przynajmniej fragmentarycznej mapy fizycznej dla analizowanego
gatunku (Xing i Zhang, 2010).
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Poznanie sekwencji genomowej wielu roslin modelowych, rozwoj technik
genomiki funkcjonalnej oraz postep w adnotacji genomdéw gospodarczo istotnych
gatunkéw, umozliwit wdrozenie alternatywnej strategii genow kandydackich (ang.
candidate genes — CG), reprezentujgcej podejscie genetyki odwrotnej ‘reverse genetics’,
opartej na hipotezie, ze polimorfizm zidentyfikowany w obregbie genu, moze odpowiadaé
za zmiany fenotypowe badanej cechy. Genem kandydackim nazywany jest kazdy gen
0 znanej biologicznej funkcji, ktory bezposrednio lub posrednio moze by¢ zaangazowany
w wyksztalcenie cechy bedacej przedmiotem analiz (Zhu i Zhao, 2007). Potencjalny
udziat wybranych genéw w determinacji okreslonego fenotypu testowany jest na drodze
analizy kolokalizacji zmapowanych CG oraz rejonéw dla zidentyfikowanych QTL na
mapie genetycznej, w oparciu o statystyczng analiz¢ asocjacji zmienno$ci ha poziomie
DNA w sekwencjach zidentyfikowanych genéw i zmiennosci fenotypowej cechy
w obrebie kolekcji odmian lub linii hodowlanych (mapowanie asocjacyjne) oraz przez
priorytetyzacj¢ z zastosowaniem aplikacji komputerowych, wykorzystujgcych najnowsze
zasoby genomowe dostepne dla badanego gatunku w celu stworzenia rankingu
najbardziej prawdopodobnych determinantow analizowanego fenotypu (Pardo-Diaz i in.,

2015).

2.4.1.Zrodla genéw kandydackich

Ze wzgledu na sposéb identyfikacji, wyrdzniono dwa typy gendéw kandydackich:
pozycyjne oraz funkcjonalne (Zhu i Zhao, 2007; Diab i in., 2008). Pozycyjnymi genami
kandydackimi nazywane sa wszystkie markery oparte na polimorfizmie
wewnatrzgenowym, ktore zidentyfikowane zostaly w rejonach mapy genetycznej
reprezentowanych jako QTL. W przypadku dostgpnosci fizycznej mapy genomu
analizowanego gatunku, kandydatami pozycyjnymi sa rowniez wszystkie geny
zidentyfikowane we fragmentach chromosoméw odpowiadajacych przedziatom ufnosci
dla wyznaczonych QTL (Monclus i in., 2012; de Miguel i in., 2014). Nowoczesne
wysokorozdzielcze mapy markerow TDM (ang. transcript derived markers), powstate
poprzez pozycjonowanie na mapie genetycznej sond mikromacierzowych
reprezentujacych geny ulegajace zréznicowanej ekspresji, Oraz mapy oparte o markery
wykorzystujace polimorfizm SNP, uzyskane z sekwencjonowania transkryptomu
z wykorzystaniem metody NGS, umozliwiajg kolokalizacj¢ zmapowanych QTL nawet
z tysigcami markerdw, co znacznie zwigksza rozdzielczos¢ mapowania

I prawdopodobienstwo zidentyfikowania genow warunkujgcych badang ceche (Potokina
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1 in., 2008; Mammadov 1 in., 2012). Pewnym ograniczeniem podejscia pozycyjnych
gendw kandydackich jest fakt, ze w przypadku falszywie pozytywnych QTL,
zidentyfikowany gen moze by¢ zaangazowany w wyksztatcenie zupetnie innego fenotypu
(de Miguel i in., 2014).

Funkcjonalnymi kandydatami nazywane s3 geny wybrane do analiz a priori,
w przypadku kiedy znana jest biochemiczna lub fizjologiczna podstawa badanego
procesu. Geny kandydackie tego typu, moga by¢ wowczas wybrane z grupy
sklonowanych genow o dobrze scharakteryzowanej roli w badanej $ciezce metabolicznej
(Diab i in., 2008; Monclus i in., 2012). Podstawowym zrodtem wiedzy 0 funkcjonalnych
genach kandydackich, ktére moga by¢ zaangazowane w wyksztatcenie badanej cechy, sa
informacje zgromadzone w licznych publikacjach naukowych oraz ogélnodostgpnych
bazach danych. Szczegdlnie warto$ciowe sa kolekcje mutantéw, sposrod ktorych mozna
wybraé te rosliny, dla ktorych mutacja w badanym genie powoduje interesujaca,
w odniesieniu do badanej cechy, zmiane¢ fenotypu (Lloyd i Meinke, 2012). Czynnikiem
limitujagcym wybor funkcjonalnych kandydatow do analiz jest fakt, ze wigkszos$¢ dobrze
scharakteryzowanych gendw pod wzgledem roli, jaka pelnia w komorce,
zidentyfikowano w genomach roslin modelowych. W tym przypadku, wykorzystywane
sa mozliwos$ci genomiki porownawczej dla identyfikacji ortologdéw scharakteryzowanych
funkcjonalnie genéw w genomach gatunkow spokrewnionych. Na podstawie wysokiej
homologii sekwencji mozliwa jest identyfikacja genow wywodzacych si¢ od wspdlnego
przodka, konserwowanych ewolucyjnie, co pozwala przypuszcza¢, ze W genomach
poréwnywanych gatunkéw moga one pehnic t¢ samg funkcje (Carrier i in., 2013). Wada
analiz porownawczych jest fakt, iz podobienstwo fenotypowe analizowanej cechy
u réznych gatunkoéw moze mie¢ zupehie inne podtoze genetyczne, a wyselekcjonowane
geny kandydackie, mimo strukturalnej homologii, w wyniku procesu specjacji mogly
zyska¢ nowe funkcje.

Innym cennym Zrodtem funkcjonalnych genéw kandydackich jest analiza
transkryptomu. Konstruowanie bibliotek cDNA oraz tworzenie kolekcji sekwencji EST,
charakterystycznych dla réznych organdéw, faz rozwojowych oraz czynnikow
srodowiskowych, potaczone z r6znicowa analiza przesiewowa, umozliwily identyfikacje
wielu gendow kandydackich u réznych gatunkow roslin. Zastosowanie mikromacierzy
umozliwito wysokoprzepustowe profilowanie transkryptomow roslin poddanych réznym
stresom biotycznym i abiotycznym. Roéznice w poziomie ekspresji genéw migdzy

rodzicami populacji mapujacej, moga by¢ wykorzystane w okreslaniu ilosci mRNA
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wsrod wszystkich osobnikow populacji w celu mapowania tzw. ekspresyjnych QTL (ang.
expression QTL — eQTL). W przeciwienstwie do klasycznego mapowania QTL, ze
wzgledu na znajomos$¢ sekwencji analizowanych gendw o zrdznicowanej ekspresji,
mozna wyznaczy¢ ich pozycj¢ ha mapie genetycznej. Zidentyfikowane ¢QTL mogg by¢
zmapowane w locus analizowanego genu, co okreslane jest jako pozycja cis, lub
w oddalonych rejonach genomu, umozliwiajac w ten sposob zidentyfikowanie innych
gendw regulujgcych obserwowane zmiany ekspresji, bedacych wzgledem analizowanego
genu w pozycji trans (Druka i in., 2010). Jedna z najnowszych technik analizy aktywnych
transkrypcyjnie genow jest metoda RNA-seq, wykorzystujaca wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie RNA za pomocg NGS. Metoda ta pozwala na analiz¢ dziesiatek
tysiecy transkryptow, charakteryzujac si¢ przy tym wyzszg czutoscia i doktadno$ciag
w poréwnaniu do alternatywnych metod. Takie podejscie umozliwia zidentyfikowanie
wielu nowych genow, o nieznanej dotad funkcji, o obnizonej lub podwyzszonej ekspresji
w odpowiedzi na zadany czynnik Srodowiskowy, poniewaz metoda RNA-seq nie
wymaga genomu referencyjnego i umozliwia sekwencjonowanie transkryptow de novo
(Miriin., 2012).

Najnowszym podejsciem do identyfikacji funkcjonalnych genéw kandydackich
jest metoda in silico, polegajaca na przeszukiwaniu genomowych baz danych
z zastosowaniem aplikacji komputerowych, ktore w kolejnych krokach umozliwiaja
filtrowanie zidentyfikowanych rekordow oraz kompleksowa analiz¢ statystyczna
wygenerowanych wynikow. Analizie poddawane sg eksperymentalne dane zdeponowane
w bazach sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych, dane z analiz ekspresji
i koekspresji genow, mapowania genomoéw, Ontologie Genow (ang. Gene Ontology —
GO), dane z analiz oddziatywan biatko-DNA oraz biatko-biatko oraz bazy $ciezek
metabolicznych i sieci regulatorowych. W obliczu cigglego dodawania do baz nowych
informacji oraz modyfikacji juz istniejacych, konieczne jest stale opracowywanie
réznych metod obliczeniowych oraz zaawansowanych algorytméw w celu identyfikacji
zalezno$ci miedzy analizowanymi zrodtami, efektywnego filtrowania danych wedtug
zadanych parametrow oraz integracji zebranych informacji (Shaik i Ramakrishna, 2014;
Rawat i in., 2015).
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2.4.2.\Weryfikacja potencjalnego zaangazowania zidentyfikowanych genow
w wyksztalcenie badanej cechy

Kluczowym etapem strategii genéw kandydackich jest zawezenie liczby
zidentyfikowanych genow do grupy, ktéra z najwiekszym prawdopodobienstwem
odpowiedzialna jest za wyksztalcenie analizowanej cechy. W genetyce roslin
powszechnie stosowane sg dwie strategie. Obie metody wymagaja analizy sekwencji
wyselekcjonowanych CG pod wzgledem identyfikacji polimorfizméw roznicujacych
mi¢dzy sobg analizowane genotypy (Pflieger i in., 2001).

Pierwsza z metod polega na pozycjonowaniu zidentyfikowanych, funkcjonalnych
gené6w kandydackich na mapie genetycznej oraz analizie ich kolokalizacji ze
zmapowanymi QTL dla analizowanych cech. Podstawa tego podejscia jest konstruowanie
wysokorozdzielczych molekularnych map funkcjonalnych (ang. molecular-function
maps), wysyconych markerami opartymi o polimorfizm wewnatrzgenowy, na ktorych
dodatkowo lokalizowane sg zidentyfikowane polimorficzne geny kandydackie (Tondelli
i in., 2006). Geny wykazujace istotne statystycznie sprzezenie z fenotypem badanej cechy
iloSciowej, reprezentowanym na mapie genetycznej przez region QTL, z duzym
prawdopodobienstwem  kontroluja ~ wyksztalcenie tej cechy. W  przypadku
zidentyfikowanych w rejonach QTL kandydatow pozycyjnych, stosowane sg narzedzia
majace na celu wytonienie genoéw bezposrednio zaangazowanych w badany proces, np.
analiza Ontologii Genéw. Mapowanie QTL nie jest jednak pozbawione wad.
Wykorzystanie populacji mapujacych o ograniczonej liczbie osobnikow redukuje
rozdzielczo$¢ mapowania, czego wynikiem jest identyfikacja duzych fragmentow
chromosomow reprezentujacych zmapowane QTL, ktore moga zawieraé wiele gendw.
Inng niedogodnoscia jest fakt, ze te same cechy w roznych populacjach mapujacych moga
by¢ reprezentowane przez QTL zlokalizowane w réznych rejonach genomu (Pflieger
i in., 2001; Mir i in., 2012).

Druga strategia polega na identyfikacji istotnych statystycznie asocjacji miedzy
polimorfizmami zidentyfikowanymi w sekwencjach CG, a zmienno$cig fenotypowa
wsrod populacji niespokrewnionych osobnikéw. Strategia mapowania asocjacyjnego
umozliwia mapowanie loci cech ilo$ciowych, opierajac si¢ na zjawisku nielosowe;j
asocjacji alleli w réznych loci (ang. linkage disequilibrium — LD). Zaleta mapowania
asocjacyjnego jest wykorzystanie potencjatu wszystkich zdarzen rekombinacyjnych,
ktore mialy miejsce w trakcie ewolucji analizowanego gatunku, brak koniecznosci

wyprowadzania populacji mapujacej, co skraca czas prowadzonych badan, a takze

26



mozliwo$¢ zastosowania tego samego panelu niespokrewnionych osobnikéw do analizy
réznych cech fenotypowych oraz mozliwosc¢ identyfikacji rzadkich alleli, mogacych mie¢
wplyw na wyksztalcenie badanej cechy (Thudi i in., 2014; Hallingback i in., 2016).
Najnowsza metoda, stosowang dotychczas gtownie w identyfikacji genetycznych
determinantow chordb u ludzi, jest priorytetyzacja genow kandydackich (ang. CG
prioritization) zidentyfikowanych poprzez przeszukiwanie dostepnych baz danych
(Moreau i Tranchevent, 2012). Strategia ta opiera si¢ na stworzeniu rankingu
zidentyfikowanych in silico genow przez sklasyfikowanie ich wedtug potencjalnego
znaczenia w wyksztalceniu analizowanej cechy (Rysunek 2.2.). Powstato wiele aplikacji
do klasyfikacji gtéwnie ludzkich i zwierzgcych gendéw kandydackich, aczkolwiek
stworzono réwniez narzedzie AraNet zaimplementowane dla modelowej rosliny
Arabidopsis thaliana (Lee i in., 2010). Obecnie dostepne aplikacje szereguja
zidentyfikowane geny kandydackie na podstawie homologii ich sekwencji z genami
dobrze scharakteryzowanymi funkcjonalnie, biorac pod uwage réwniez dane o ich
ekspresji, biatkowych domenach funkcjonalnych, przypisanych ontologiach oraz inne
dane eksperymentalne. W procesie tym stosuje si¢ modele matematyczne do analizy
statystycznej interakcji analizowanych genow z zadanym kryterium fenotypowym

(Masoudi-Nejad i in., 2012).
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Rysunek 2.2. Diagram ilustrujacy strukture dziatania programu do priorytetyzacji gendw
kandydackich CANDID. Analizowane geny sg klasyfikowane wedlug o$miu réznych
kryteridw, nastepnie otrzymane wyniki sg normalizowane oraz wazone wedlug zadanych
przez uzytkownika parametréw, czego wynikiem jest lista gendéw kandydackich
uszeregowanych pod wzgledem najwigkszego prawdopodobienstwa zaangazowania
w analizowany proces (Hutz i in., 2008; zmienione).
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Finalnym etapem strategii gendéw kandydackich jest przeprowadzenie
eksperymentdéw, majacych na celu potwierdzenie zaangazowania zidentyfikowanych
genow w wyksztalcenie analizowanego fenotypu. Tylko geny o udowodnionym wptywie
na zmienno$¢ badanej cechy tlumacza jej podloze genetyczne i moga by¢ wykorzystane
w programach hodowlanych, w celu introgresji pozadanych alleli w nowe tto genetyczne.
Metodami wykorzystywanymi w tym celu s3 m.in. TILLING (ang. targeting induced
local lesions in genomes), interferencja RNA (ang. RNA interference — RNAI) oraz
transformacja genetyczna (Kumar i in., 2017). Wybér odpowiedniej metody zalezy od
analizowane]j cechy oraz gatunku be¢dacego przedmiotem badan. TILLING polega na
zastosowaniu klasycznej mutagenezy chemicznej w celu stworzenia licznej populacji
osobnikéw badanego gatunku, niosgcych w genomie indukowane mutacje punktowe.
W kolejnym etapie, z wykorzystaniem wysokoprzepustowych technik, przeprowadzana
jest identyfikacja mutacji w analizowanym genie kandydackim ws$rod roslin po
traktowaniu mutagenicznym, a takze analiza wptywu znalezionych polimorfizméw na
funkcje biatka oraz fenotyp mutantow. Zaleta strategii jest mozliwo$¢ jej zastosowania
dla kazdego gatunku, bez wzgledu na poziom ploidalnosci oraz wielkos$¢ jego genomu,
aczkolwiek TILLING nie jest wystarczajaco informatywny w przypadku przynaleznosci
badanego genu do rodziny wielogenowej (Kurowska i in.,, 2011; Taheri
i in., 2017). Interferencja RNA jest metoda posttranskrypcyjnego wyciszania ekspresji
gendw, polegajaca na specyficznej degradacji powstalego mRNA. Do komorek
ros$linnych wprowadzane sg czasteczki dwuniciowego RNA (ang. double stranded RNA
—dsRNA), o sekwencji komplementarnej do transkryptu genu kandydackiego, ktore staja
si¢ substratem dla enzymu Dicer, tnacego je na krotkie 21-24 nukleotydowe mate
interferujace RNA (ang. small interfering RNA — siRNA). Nastepnie, siRNA wigza si¢
z biatkowym kompleksem RISC, stajac si¢ matryca dla degradacji komplementarnych
czasteczek mRNA badanego genu (Kola i in., 2015). Szeroko stosowang metoda jest
transformacja genetyczna, polegajagca na wprowadzeniu obcego DNA do sekwencji
badanego genu kandydackiego, co powoduje jego inaktywacje (knock-out)
I zablokowanie syntezy bialka, co w bezposredni sposob przeklada si¢ na zmiang
fenotypu transformantow. U ros$lin, najczgsciej wykorzystuje sie¢ mutageneze insercyjna,
polegajaca na transformacji z wykorzystaniem wektora zawierajacego elementy
transpozycyjne lub fragment T-DNA plazmidu Ti Agrobacterium tumefaciens.
Ograniczeniem transformacji genetycznej jest konieczno$¢ stworzenia licznej populacji

transformantow, ze wzgledu na malg efektywnos$¢ wprowadzenia transgenu w swoistym
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locus. Ponadto, metody wydajnej regeneracji ro§lin w warunkach kultury in vitro nie sa
dostepne dla wszystkich gatunkéw (Duangpan i in., 2013; Liu i in., 2016). Najnowsza
technikg inzynierii genetycznej, wykorzystywang m.in. w inaktywacji badanych genow,
jest edycja genomu z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9 (ang. clustered regularly
interspaced short palindromic repeats/Cas9), stanowigcego naturalny mechanizm nabytej
odporno$ci bakterii na infekcje wirusowe (Xing i in., 2014). Metoda ta polega na
wprowadzeniu do badanego genomu konstruktu zawierajgcego geny dla syntetycznej
czgsteczki SQRNA (ang. single-guide RNA), komplementarnej do fragmentu DNA
w obrebie genu kandydackiego, oraz dla enzymu nukleolitycznego Cas9, pochodzacego
z bakterii Streptococcus pyogenes. Czasteczki SQRNA odpowiadaja za precyzyjne
rozpoznanie docelowej sekwencji DNA, bedacej substratem dla enzymu Cas9, ktory
generuje w tym miejscu genomu podwdjne peknigcie nici DNA. Nastepnie, w wyniku
komoérkowego mechanizmu niechomologicznego taczenia koncow (ang. non-homologous
end joining — NHEJ), dochodzi do insercji lub delecji krétkiego fragmentu DNA oraz
zmiany ramki odczytu, co implikuje powstanie niefunkcjonalnego biatka lub
przedwczesnego kodonu stop, konczacego translacje. Glowng zaleta metody
CRISPR/Cas9 jest wysoka specyficznos$¢, pozwalajgca na wprowadzenie pgknie¢ DNA
w $cisle okreslonych miejscach w obrebie docelowych gendéw. Ponadto, mozliwa jest
jednoczesna edycja kilku miejsc genomu w jednym eksperymencie (Liu i in., 2016; Joung
iin., 2017).

2.5. Wykorzystanie molekularnych map funkcjonalnych w identyfikacji genéw
kandydackich dla loci cech iloSciowych zwiazanych z reakcja na stres
niedoboru wody u zboz

Zastosowanie w mapowaniu QTL wysokorozdzielczych map genetycznych
wysyconych markerami opartymi o polimorfizm wewnatrzgenowy, na ktérych
dodatkowo zlokalizowano szereg funkcjonalnych genéw kandydackich zwigzanych

z reakcja na deficyt wody, umozliwito kompleksowe podejscie do poznania

molekularnych podstaw tolerancji zb6z na stres suszy. Molekularne mapy funkcjonalne

nie tylko umozliwity wytypowanie gendéw, ktore z duzym prawdopodobienstwem
zaangazowane sg w regulacje badanego procesu, ale byly rowniez zrodtem markerow
funkcjonalnych dla analizowanych cech. Markery tego typu prezentuja polimorfizm

w obrebie sekwencji kodujacych zidentyfikowanych genoéw, ktory w sposéb bezposredni

wptywa na zmienno$¢ analizowanego fenotypu (Cattivelli 1 in., 2008; Poczai in., 2013).
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Markery funkcjonalne sa zatem idealnym narzedziem dla MAS, umozliwiajagcym
precyzyjne wprowadzenie do genomu ro$lin uprawnych alleli warunkujacych
wyksztalcenie pozadanych cech, unikajac niebezpieczenstwa rozsegregowania genu
I sprzezonego z nim markera w procesie mejotycznej rekombinacji (Salgotra i in., 2014).

Opublikowano wiele prac zwigzanych z mapowaniem QTL u istotnych
gospodarczo przedstawicieli rodziny Poaceae, co umozliwito identyfikacje
chromosomowych rejondw kontrolujgcych zmienno$¢ cech charakteryzujacych
odpowiedz na deficyt wody oraz ksztattowanie si¢ plonu w czasie suszy (Cattivelli i in.,
2008; Hu i Xiong, 2014). Zestawienie zmapowanych u jeczmienia QTL dla cech
zwigzanych z reakcjg na stres suszy przedstawiono w Tabeli 2.1. Najwigcej uwagi
poswiecono analizom komponentéw bilansu wodnego oraz morfologii lisci i korzeni.
Ukazaly si¢ tylko dwie prace dotyczace mapowania QTL dla wielu parametrow szybkiej
kinetyki fluorescencji chlorofilu a oraz wydajnosci reakcji fotochemicznych PSII (Guo
11in., 2008; Wojcik-Jagla i in., 2013). Niewiele uwagi poswiecono mapowaniu QTL dla
zawarto$ci zwigzkéw chemicznych. Zidentyfikowano jedynie chromosomowe rejony
kontrolujagce poziom cukrow rozpuszczalnych w wodzie (ang. water soluble
carbohydrates — WSC) oraz zawarto$¢ proliny (Teulat i in., 2001; Diab i in., 2004; Sayed
I in., 2012; Fan i in., 2015). Najnowsze publikacje, wydane w 2017 roku, dotycza
mapowania mQTL (ang. metabolomic QTL) dla zawartosci metabolitow wtorych.
Wyznaczono chromosomowe rejony kontrolujace zawartos¢ glutationu, skrobi, glicyny,
bursztynianow, y-tokoferolu oraz % a-tokoferolu w puli tokoferoli (Templer i in., 2017),
a takze mQTL dla zawarto$ci metabolitow wtornych, gléwnie z grupy glikozydow
flawonowych i kwasow ferulowych (Piasecka i in., 2017).

Osobng kategori¢ stanowig prace majace na celu analize QTL dla cech
zwigzanych ze zdolno$cig plonotwoércza. Przedmiotem badan u jeczmienia byty takie
parametry, jak: wysoko$¢ roslin, masa tysigca ziaren, liczba i dtugo$¢ klosow, plon,
wyleganie, masa ziarna z rosliny, czy tez masa ziarna z ktosa (Ren i in., 2013; Mansour
I in., 2014; Mikotajczak i in., 2016). Analizy struktury plonu z roslin poddanych stresowi
suszy nie stuzg zazwyczaj poznaniu mechanizméw lezacych u podstawy tolerancji, lecz
jedynie identyfikacji tych rejonéw genomu, ktoére mogg by¢ nastepnie na drodze MAS
wprowadzone w inne tto genetyczne, celem kreowania odmian lepiej plonujacych
W niesprzyjajacych warunkach (Salvi i Tuberosa, 2005; Fang i Xiong, 2015).

Przyktadem wykorzystania mapy funkcjonalnej u jeczmienia jest praca Diab’a

I zespotu (2004), ktorzy do mapy genetycznej stworzonej przez zespot Teulat’a (2002)
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dotaczyli 33 nowe markery oparte o sekwencje genow kandydackich i dEST (ang.
differentially expressed sequence tags) oraz zidentyfikowali 68 QTL dla cech
charakteryzujacych bilans wodny analizowanych genotypdéw w czasie suszy. Materiat
badawczy stanowita populacja 167 linii RIL otrzymana z krzyzéwki tolerancyjnej na
susz¢ odmiany ‘Tadmor’ z odmiang ‘Er/Apm’, charakteryzujaca si¢ adaptacja do
warunkow umiarkowanego nawodnienia. Zidentyfikowano 12 genoéw kandydackich
kolokalizujgcych z 19 rejonami genomu dla QTL w chromosomach 2H, 3H i 7H.
Przyktadem jest gen Acl3 kodujacy biatkowy no$nik grup acylowych uczestniczgcy
w syntezie kwasow tluszczowych, zmapowany w przedziale ufnosci QTL dla wzgledne;j
zawarto$ci wody oraz zawartosci rozpuszczalnych cukrow w stanie maksymalnego
uwodnienia liscia.

Tondelli i wspotpracownicy (2014), na mapie genetycznej jeczmienia
zawierajacej 543 markery DArT, SNP i SSR, stworzonej dla populacji mapujacej linii
DH uzyskanej z krzyzowania odmian ‘Nure’ x ‘Tremois’, zlokalizowali 35 genéw
kandydackich, zwigzanych glownie z kontrolg czasu kwitnienia oraz kodujacych czynniki
transkrypcyjne, a takze szereg QTL dla struktury plonu. Fenotypowanie osobnikow
populacji mapujacej przeprowadzono w osiemnastu roznych lokalizacjach rejonu basenu
Morza Srédziemnego rozniacych si¢ warunkami nawodnienia. Wykazano kolokalizacje
genu HVCEN z chromosomu 2H oraz genu VRN-H1 z chromosomu 5H z loci cech
ilosciowych dla m.in. plonu ziarna, masy tysigca ziaren, wysokos$ci roslin oraz czasu
kwitnienia. Ekspresja ortologow analizowanych genoéw u roslin modelowych zwigzana
jest z regulacja procesu wernalizacji oraz terminu dojrzewania ziarniakow w warunkach
krotkiego i dtugiego dnia.

Populacja mapujaca 110 linii RIL pszenicy twardej (Triticum durum Desf.),
otrzymana z krzyzowania odmian ‘Tamgurt’ x ‘Cham 1’ stanowita materiat badawczy do
analizy QTL dla cech zwigzanych z bilansem wodnym, transpiracja oraz wydajnoscia
procesu fotosyntezy w trzech réznych wariantach nawodnienia (Diab i in., 2008).
Podstawa pozycjonowania 335 loci cech ilosciowych byta mapa genetyczna zawierajaca
tacznie 422 markery RFLP, AFLP, SSR oraz 37 sekwencji dEST i 9 genow
kandydackich. Analiza kolokalizacji pozwolita na identyfikacje 6 genow kandydackich
oraz 19 sekwencji dEST w regionach genomu reprezentowanych przez QTL dla takich
cech, jak: zawartos¢ chlorofilu, indeks fluorescencji, wydajnos¢ kwantowa fotosystemu
Il, potencjat osmotyczny i wydajno$¢ transpiracji. Wérod produktéw zidentyfikowanych

genéw wyrozniono m.in. kinazy biatkowe, dekarboksylaz¢ argininy, oksydaze
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glutationowa, biatko wczesnego kwitnienia, biatko transportujace cukry, fosfatazg oraz
lipooksygenazg.

Sehgal i wspotpracownicy (2012) podjeli probe wysokorozdzielczego mapowania
regionu DT-QTL zidentyfikowanego w grupie sprzezen LG2 na mapie genetycznej
rozplenicy pertowej (Pennisetum glaucum L.). Jest to gatunek z rodziny Poaceae, pod
wzgledem wielkos$ci areatu upraw zajmujacy szdsta pozycje na $wiecie wsrod zbdz,
uprawiany gtéwnie w warunkach skrajnego niedostatku wody i wysokiej temperatury na
terenie krajow rozwijajacych sie Afryki i Pétwyspu Indyjskiego. Zidentyfikowano 75
markeréw SNP i CISP (ang. conserved intron spanning primer) na podstawie analizy
syntenii z genomem ryzu oraz homologii sekwencji EST rozplenicy z genami roslin
modelowych, zaangazowanymi w wyksztalcenie tolerancji na stres suszy. Nastepnie,
markery te wlaczono do istniejacej mapy genetycznej tego gatunku. Rejon DT-QTL dla
cech zwigzanych z potencjalem plonotworczym w warunkach niedoboru wody zostat
wysycony 18 markerami GTM, kodujacymi m.in. biatko wigzace chlorofil a/b, kinazg
serynowo-treoninowa, aminotransferaze¢ alaninowa, oksydaze oraz karboksylaze acetylo-

CoA.
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Tabela 2.1. Zestawienie QTL zmapowanych dla cech zwigzanych z tolerancjg na stres SUSZY u jeczmienia

Rodzice Wielko$¢ Typ
Kategoria fenotypowa Mapowane cechy Chromosom populacji populacji populacji | Literatura
mapujacej mapujacej mapujacej
. e, . 1H, 2H, 5H, GH, ‘Tadmor’ x Teulat i in.,
Parametry wzrostu i morfologia lisci RWC, NT, NL, TSFM, TSDM 7H “ER/ApM’ 187 RIL 1997
. ‘Tadmor’ X Teulat i in.,
Bilans wodn RWC, OP, OP 1H, 2H, 6H, 7H 187 RIL
tians wodny 100 ‘ER/ApM’ 1998
Bilans wodny i zawarto$¢ cukrow RWC, OP, OP1q0, OA, WSC, WSC1go, 1H, 2H, 4H, 5H, “Tadmor’ X 167 RIL Teulatiin.,
rozpuszczalnych w wodzie CWC, SA TH ‘ER/ApmM’ 2001
. “Tadmor’ X Teulat i in.,
Bilans wodny RWC 2H, 5H, 6H, 7TH “ER/ApM’ 167 RIL 2003
Bilans wodny i zawarto$¢ cukrow 1H, 2H, 3H, 4H, “Tadmor’ X Diab i in.,
. RWC, OP, OP140, WSC, W , A 167 RIL
rozpuszczalnych w wodzie C, OP, OP1on, WSC, WSCoo 5H, 6H, 7H ‘ER/ApM’ 6 2004
Zawarto$¢ chlorofilu i parametry 1H, 2H, 4H, 5H, ‘Arta’ X H. ..

. . Fo, Fv, F’/Fw’, Fm, Chl 194 RIL L2
fluorescencji chlorofilu a 0 / ¢ 6H, 7TH spontaneum 41-1 o Guo Tin., 2008
Struktura plonu, parametry wzrostu DH, DM, FP, GV, GY, KW, LDG, PED, | 1H, 2H, 3H, 4H, “Tadmor’ x 158 RIL Von Korff
i fluorescencja chlorofilu a PEDEX, PH, SL, DOR, SPD, WILT 5H, 6H, 7H ‘ER/ApM’ iin., 2008

. o . TW, RER, RCR, REG, OSM, RWC, 1H, 2H, 3H, 4H, ‘WQ23-38 x Cheniin.,
Bilans wodny, morfologia lisci i korzeni L1L, L2L, RL 5H, 6H, 7H ‘MAL0-30° 134 Fa 2010
Struktura plonu, bilans wodny, czas Y/PI, SL, TGW, RL, FT, DW, OP, OP1q, | 1H, 2H, 3H, 5H, ‘OWBbom® X 94 DH Sziraiin,,
kwitnienia, morfologia lisci i korzeni RWC, OA 6H, 7H ‘OWBRec’ 2011

. L e 1H, 2H, 3H, 4H, ‘Scarlett’ x Sayed i in.,
Zawarto$¢ proliny i morfologia lisci PC, WS 5H, 6H ‘1SR42-8’ 301 BC,DH 2012
\F;varj?rfgs,yéfgg:iz:" I(‘Ih';zz:s'” i iy | W EL, A Fu/Fu, P, @esi, ABSICS, | 2H,3H, 4H,5H, | ‘STH836" x 153 - Wojcik-Jagta
wyaagnosc fotosystemu t, Wodny | ETy/Cs, TRY/CS, DIo/CS, RC/CS, P 6H, 7H ‘STH754° 2 iin., 2013
1 integralnos$¢ blon komoérkowych

. . . YLD, DH, PH, MAT, TGW, HEC, WID, | 1H, 2H, 3H, 4H, ‘Orria’ X Mansour i in.,
Struktura plonu i termin ktoszenia ARE, POW 5H. 6H, 7H Plaisant’ 120 RIL 2014
. .. 1H, 2H, 3H, 4H, ‘Scarlett’ x ..

Morfologia korzeni i parametry wzrostu RL, RDW, RV, TIL, GH 5H. 6H, 7H SR42-8" 40 BC.DH Naz i in., 2014
Bilans wodny, struktura plonu BMD, BMF, PH, TIL, PAM, RWC, 1H, 2H, 3H, 4H, ‘Scarlett’ x 47 IL Honsdorf i in.,
1 wydajnos$¢ fotosystemu Il SPAD, WC 5H, 6H, 7H ‘ISR42-8’ 2014
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Tabela 2.1. cd.

Rodzice populacji Wielkos¢ Typ
Kategoria fenotypowa Mapowane cechy Chromosom mapui cz, putacy populacji populacji | Literatura
Piyacel mapujacej mapujacej
Bilans wodny i zawartos¢ proliny DT, RWC, PC 2H, 3H, 5H :éiiﬁi X 72 DH Faniin., 2015
‘Commander’ x 229
‘Fleet’ .
Parametry wzrostu i morfologia lisci Mat, Ev, Lrol, Lwax, SPAD, NDVI 1M, 2H, 3H,4H, | commander x| 228 DH Obsain,
5H, 6H, 7H 2016
‘W14304°
‘Fleet’ x “W14304° | 229
Bilans wodny, struktura plonu PL, PE, SL, PH, TN, DWT, BY, HW, | 1H, 2H, 3H, 4H, gai:rz;aggug]x . nCsL Mora i in.,
i fluorescencja chlorofilu a HI, KS, TKW, GY, RWC, IPAR, F/’/F»’ | 5H, 6H, 7H . . , 2016
Harrington
Zestaw
. ’ Zawartos.c g}utatlonu, skrobi, glicyny, 2H. 3H, 5H, 6H, roznych, Templer i in.,
Metabolity wtorne bursztynianow, y-tokoferolu oraz % a- 7H — 81 genotypow 2017
tokoferolu w puli tokoferoli jeczmienia
jarego
‘Maresi’ X 100
Cam/B1/ClI
. , Ogotem zawartos¢ 98 zwigzkow, wtym | 1H, 2H, 3H, 5H, ‘Georgie’ X 100 Piasecka i in.,
M 1 - . RIL
ctabolity widrme glikozydy flawonowe i kwasy ferulowe 6H, 7TH ‘Harmal’ 2017
‘Lubuski’ X 100
Cam/B1/CI

Alfabetyczne objasnienie skrotow: A — intensywno$¢ fotosyntezy netto, ABS/CS - ilo$¢ energii zaabsorbowanej przez anteny PSII w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnig liscia, ARE — powierzchnia ziaren, BMD — sucha biomasa,
BMF — $wieza biomasa, BY — plon, Chl — zawarto$¢ chlorofilu, CWC — udziat dostosowania osmotycznego w zmianie zawarto$ci wody, DH — termin kloszenia, DIo/CS - ilo$¢ energii rozproszonej z PSII w przeliczeniu na wzbudzong
powierzchnig liscia, DM — termin dojrzato$ci ziaren, DOR — spoczynek nasion, DT — tolerancja suszy, DW — sucha masa, DWT — sucha masa w stadium krzewienia, EL — wyciek elektrolitow, ETo/CS - ilo§¢ energii wykorzystanej do
transportu elektrondow w przeliczeniu na wzbudzona powierzchnig liscia, Fo — fluorescencja poczatkowa, Fr, — fluorescencja maksymalna, FP — okres wypelniania ziaren, FT — czas kwitnienia, Ev — wczesna witalno$¢, F,— fluorescencja
zmienna, F,’/Fy’ — efektywnos¢ przechwycenia energii wzbudzenia przez centra aktywne PSII, GH — pokrdj wzrostu, GV — witalno$¢ fazy wezesnego wzrostu, GY — plon ziarna, HEC — masa hektolitra, HI — wspotczynnik plonu, HW —
masa hektolitra ziaren, KS — liczba ziaren z klosa, KW — masa ziaren, IL — linie introgresywne, IPAR — przechwycona energia $wietlna, L1L — dtugo$¢ pierwszego liscia, L2L — dtugo$¢ drugiego liscia, LDG - wyleganie, Lrol — zwijanie
sig lisci, Lwax — woskowo$¢ lisci, MAT — termin dojrzatosci ziaren, NDVI — znormalizowany wskaznik zroznicowanej wegetacji, NL — liczba lisci, NT — liczba zdZbet, OA — dostosowanie osmotyczne, OP — potencjat osmotyczny, OP1go
— potencjat osmotyczny w petnym turgorze, OSM - osmolarnos¢, PAM — wydajnos¢ PSII, PC — zawarto$¢ proliny, PE — odtamywanie doklosia, PED — dlugo$¢ doktosia, PEDEX — obtamywanie doktosia, PH — wysokos¢ roslin, PI -
wskaznik wydajnosci PSII obliczony na podstawie absorbcji energii, PL — dlugo$¢ doktosia, POW — wrazliwo$¢ na maczniaka prawdziwego, qP — fotochemiczne wygaszanie fluorescencji, RC/CS — liczba aktywnych centrow reakcji,
RCR — wskaznik regeneracji roslin po suszy, RCSL — linie substytucyjne zrekombinowanych chromosoméw, RDW — sucha masa korzeni, REG — odrastanie pedu, RER — wzgledne tempo wydtuzania liscia, RL — dtugo$¢ korzeni, RV —
objetos¢ korzeni, RWC — wzgledna zawarto$¢ wody, SA — zawarto$¢ substancji rozpuszczalnych w wodzie, SL — dugos¢ pedu, SPAD — zawartos¢ chlorofilu w lisciach, SPD — fluorescencja chlorofilu, TGW — masa tysiaca ziaren, TIL
— liczba rozkrzewieni, TKW — masa tysigca ziaren, TN — liczba rozkrzewien, TRo/CS - ilo$¢ energii zatrzymanej w PSII w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnig liscia, TSDM — catkowita sucha masa pedéw, TSFM — calkowita §wieza
masa pedow, TW — czas do wigdnigcia, WC — zawarto$¢ wody, WID — szeroko$¢ ziaren, WILT — wspolczynnik wiednigcia, WS — wiednigcie lisci, WSC — zawarto$¢ cukrow rozpuszczalnych w wodzie, WSCigp - zawarto$é cukrow
rozpuszczalnych w wodzie w pelnym turgorze, YLD — plon ziarna, Y/Pl — plon/ro$ling, A — dyskryminacja izotopu wegla, ®psj; — maksymalna wydajnos¢ kwantowa PSII



3. Material i metody

3.1. Material roslinny

Materiat badawczy wykorzystany w niniejszej pracy stanowily trzy populacje
rekombinacyjnych linii wsobnych (RIL) pokolenia Fg, liczace po 100 linii kazda oraz ich
formy rodzicielskie. Populacje mapujgce wyprowadzone zostaly z krzyzowan odmian
europejskich oraz syryjskich odmian i linii hodowlanych jeczmienia jarego: ‘Maresi’ X
Cam/B1/C108887//C105761 (populacja MCam), ‘Georgie’ x ‘Harmal’ (populacja GH)
oraz ‘Lubuski’ x Cam/B1/CI08887//C105761 (populacja LCam). Uzyskane zostaty
metodag SSD w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk (IGR PAN)
w Poznaniu. Odmiany rodzicielskie wybrane zostaly na podstawie wynikéw badan
prowadzonych przez Gornego 1 wspotpracownikow (Krzeminska i Gorny, 2003; Gorny
i Ratajczak, 2008) pod katem wrazliwosci na stres suszy. Polska odmiana ‘Lubuski’,
potkarfowa niemiecka odmiana ‘Maresi’ oraz brytyjska ‘Georgie’, charakteryzujg sig
dobrym plonowaniem w klimacie europejskim. Natomiast syryjska odmiana ‘Harmal’
oraz linia Cam/B1/CI08887//C105761 (nazywana dalej Cam/B1/Cl), wyhodowane
w osrodku ICARDA, wykazuja zwigkszong tolerancja na deficyt wody. Charakteryzuja
si¢ szybkim tempem wzrostu i wyktaszania, bujnym systemem korzeniowym oraz
efektywnym pobieraniem sktadnikow pokarmowych z gleby, a takze lepszym
wykorzystaniem azotu i fosforu. Ponadto, w poréwnaniu z odmianami europejskimi,
wydajniej wykorzystuja wode oraz wykazujg zwigkszong aktywnos$¢ fotosyntetyczng
lisci w warunkach stresu. Populacje RIL MCam 1 GH analizowane byly w ramach
niniejszej pracy doktorskiej, natomiast populacja LCam badana byta w IGR PAN,

a uzyskane wyniki postuzyly do skonstruowania mapy konsensusowe;.

3.2. lzolacja genomowego DNA

Do izolacji DNA wykorzystano licie zebrane z dwutygodniowych siewek roslin
uprawianych w kontrolowanych warunkach pokoju hodowlanego, w temperaturze 20°C
dla dnia oraz 18°C dla nocy, fotoperiodzie 16/8 godzin oraz nat¢zeniu §wiatta 200 pEm”
251 Liscie zebrane z trzech osobnikéw kazdej linii RIL populacji MCam i GH oraz
odmian rodzicielskich zostaly umieszczone w woreczkach strunowych, zawierajacych zel
krzemionkowy (Sigma-Aldrich), w celu wysuszenia tkanki. Po uptywie tygodnia od
umieszczenia materialu w zelu krzemionkowym pobrano po jednocentymetrowym

fragmencie kazdego z trzech lisci, ktore nastgpnie umieszczono wraz z sze$cioma
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szklanymi kulkami (Sigma-Aldrich) w probowce typu eppendorf o pojemnosci 2,2 ml.

Tkanke ucierano w mtynie elektrycznym FastPrep®-24 (MP Biomedicals) przez 60

sekund z predkoscig 4 m/s az do uzyskania homogennego proszku.

Genomowy DNA izolowano z poszczegdlnych linii RIL oraz genotypow

rodzicielskich z zastosowaniem metody micro C-TAB (Doyle i Doyle, 1987)

zmodyfikowanej w Katedrze Genetyki Uniwersytetu Slaskiego, wedlug nastepujacego

protokotu:

1. W lazni wodnej o temperaturze 60°C podgrzewano bufor ekstrakcyjny C-TAB
(Aneks 1. Tabela 10.1.) w probdwce typu conical o pojemnosci 50 ml.

2. Do utartych probek dodawano 1 ml buforu C-TAB i delikatnie mieszano.

3. Probki inkubowano w temperaturze 60°C przez 30 min., delikatnie mieszajac co
10 min.

4. Do probek dodawano 800 pl roztworu chloroform — alkohol izoamylowy (24:1)
i doktadnie mieszano.

5. Calos¢ wirowano 20 min. w temperaturze 4°C przy 18 000 g.

6. Faze gorng przepipetowano do nowej probowki typu eppendorf o pojemnosci 2,2
ml.

7. Do probek ponownie dodano po 700 pl roztworu chloroform — alkohol
izoamylowy (24:1) i wymieszano.

8. Probki wirowano 10 min. w temperaturze 4°C przy 18 000 g.

9. Faze wodng przeniesiono do nowych proboéwek typu eppendorf o pojemnosci 1,5
ml 1 dodano 1 ml 96% etanolu w celu wytracenia osadu kwaséw nukleinowych.

10. Wirowano 20 min. w temperaturze 4°C przy 18 000 g.

11. Delikatnie usunigto supernatant.

12. Osad przemyto poprzez dodanie 1 ml 70% etanolu i mieszanie poprzez
kilkukrotne odwrocenie probowek.

13. Wirowano 3 min. w temperaturze 4°C przy 18 000 g, po czym usunigto
supernatant.

14. Powtorzono punkty 12-13.

15. Osad suszono z wykorzystaniem prozniowego koncentratora SpeedVac (Savant)
przez 5 min.

16. Osad rozpuszczono w 100 pl buforu TE (Aneks 1. Tabela 10.2.) w temperaturze

4°C przez noc.
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17. Do osadu dodano 1 pl RNAzy (10 mg/ml, Sigma-Aldrich) i inkubowano w tazni
wodnej w temperaturze 37°C przez 40 min.

18. Wyizolowany DNA przechowywano w temperaturze -20°C.

3.2.1. Pomiar koncentracji i czystosci wyizolowanego DNA

Koncentracje 1 jako$¢ wyizolowanego DNA okreslano przy pomocy
spektrofotometru Uv-Vis NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Koncentracja
wyrazona w ng/pul szacowana byla na podstawie pomiaru absorbancji $wiatla przez
czasteczki DNA przy fali o dlugo$ci 260 nm. Natomiast wspotczynnik uzyskany z ilorazu
stosunku absorbancji §wiatla przy dtugosci fal 260 nm do 280 nm pozwolit na okreslenie

ilodci zanieczyszczen biatkowych i RNA w probkach DNA.

3.3. Markery SSR

Wyboru markeréw SSR do badan dokonano po przeanalizowaniu dostepnych
dla jeczmienia map genetycznych stworzonych przede wszystkim w oparciu o markery
mikrosatelitarne. Byta to mapa skonstruowana dla populacji mapujacej linii DH
z krzyzowki ‘Lina’ x H. spontaneum (Ramsay i in., 2000) oraz mapa konsensusowa
stworzona dla szesciu r6znych populacji jeczmienia, w tym czterech populacji linii DH
z krzyzowek ‘Steptoe’ x ‘Morex’, ‘OWBrec’ x ‘OWBdom’, “Igri’ x ‘Franka’ i ‘Lina’ X
H. spontaneum oraz dwoch populacji RIL z krzyzowek ‘L94° x ‘Vada’ i ‘SusPtrit’ x
‘Vada’ (Varshney i in., 2007). Lacznie do analizy wybrano 276 par starterow
flankujacych loci SSR. Przy wyborze markeréw do badan kierowano si¢ nastgpujacymi
kryteriami: rOwnomiernym rozmieszczeniem loci we wszystkich siedmiu chromosomach
jeczmienia, dobrg jako$cig produktu (wyrazong w skali 1-5; Smulders i in., 1997),
wysokim indeksem zr6znicowania genetycznego (ang. diversity index — DI; Weir, 1990)
oraz wysoka warto$cig informatywnosci polimorfizmu (ang. polymorphism information
content — PIC; Anderson i in., 1993), pozwalajacymi wstgpnie okresli¢ zdolno$¢
markeréw do rozrdézniania genotypdw. Analiz¢ przeprowadzono dla populacji RIL

MCam i GH oraz ich form rodzicielskich.

3.3.1. Amplifikacja loci SSR
Standardowa mieszaning do amplifikacji PCR dla poszczegdlnych loci

mikrosatelitarnych przygotowywano w sposob przedstawiony ponizej (sktad dla jednej

probki):
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e ddH,0 6,65 pl

e 10 x PCR bufor 1,00 pl

e dNTPs (5mM, Promega) 0,40 pl

e starter forward (50 ng/ul, Sigma-Aldrich) 0,30 ul

e starter reverse znakowany IRDye 800 0,30 ul
(50 ng/ul, IBB PAN, Warszawa)

e DyNAzyme II DNA Polimeraza (2 U/ul, Finnzymes) 0,10 ul
Catkowita objetos¢ 8,75 ul

Mieszaning¢ reakcyjng rozdzielano do sterylnych probowek PCR i dodawano po
1,25 pl odpowiedniego DNA rozcienczonego w sterylnej wodzie do koncentracji 50
ng/ul. Nastgpnie probki zwirowano i umieszczano w termocyklerze T-Gradient
(Biometra), gdzie prowadzono reakcje¢ amplifikacji kazdego locus SSR wedlug
odpowiedniego programu PCR, w zaleznosci od wykorzystanej pary starterow.

Dla wszystkich wybranych par starterow optymalizowano lub tworzono od nowa
programy do ich amplifikacji, w zaleznos$ci od tego czy dostepne byly informacje
o warunkach PCR stosowanych przez autoréw poszczegdlnych publikacji. Temperatury
przylaczania starterow umozliwiajagce otrzymanie specyficznego produktu ustalano
przeprowadzajac amplifikacje PCR w gradiencie temperatur. Modyfikacje juz
istniejacych programoéw polegaty gtdéwnie na skroceniu czasow poszczegdlnych etapow
PCR.

3.3.2. Wizualizacja produktow PCR

Produkty amplifikacji wizualizowane byly w 6% denaturujacym zelu
poliakrylamidowym (Aneks 1. Tabela 10.3.) o grubosci 0,2 mm z wykorzystaniem
automatycznego sekwenatora 4300 (Li-Cor) w obecnosci buforu 1 x TBE (Aneks 1.
Tabela 10.4.). Do probek po amplifikacji PCR dodawano po 4 pl buforu do tadowania
z formamidem (Aneks 1. Tabela 10.5.), po czym denaturowano je w termocyklerze
w temperaturze 94°C przez 3 minuty, a nastepnie schtadzano na lodzie. Przygotowane
w ten sposob probki oraz marker wielkosci 350 pz (Li-Cor) naktadano do zelu w objgtosci
1 pl. Elektroforeze¢ prowadzono przez 1-3 godziny, w zaleznosci od wielkoS$ci
analizowanych produktow PCR, przy $redniej predkosci skanowania lasera oraz

nastepujacych parametrach: 1200 V, 30 mA oraz 30 W.
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W celu obnizenia kosztow oraz przyspieszenia genotypowania populacji
mapujacych zastosowano technik¢ multiplex, polegajaca na wizualizacji kilku loci SSR
W jednym zelu. Multiplex stosowano na etapie sktadania PCR, tworzenia puli produktow
po amplifikacji oraz w trakcie elektroforezy. Multiplex na etapie PCR polegal na
jednoczesnej amplifikacji dwoch loci SSR w tej samej probowce, pod warunkiem
prowadzenia PCR w tych samych warunkach oraz wyraznych réznic w wielkosci
otrzymanych produktow. Mieszanina reakcyjna przygotowywana byla w sposéb
analogiczny do standardowej metody, z tg roznica, ze dodawano t¢ samg objgtosc
starterow drugiego locus, zmniejszajac objetos¢ wody. Mozliwym bylo rowniez
tworzenie puli DNA poprzez zmieszanie rownych objetosci produktow PCR dla
maksymalnie pigciu roéznigcych sie¢ wielkoscig loci mikrosatelitarnych. Ostatnim
sposobem, stosowanym na etapie elektroforezy, bylo powtorne tadowanie zaréwno
probek z amplifikacji tego samego locus SSR, jak i probek pochodzacych z amplifikacji
réznych loci. W tym przypadku wykonywano maksymalnie 3-krotne natozenie probek
do zelu w 5-20 min. odstgpach czasu. Powtorne umieszczanie probek w zelu poprzedzone

byto zatrzymaniem biezacej elektroforezy i przeptukaniem kieszonek zelu buforem.

3.4. Markery SNP

Genotypowanie markerow SNP przeprowadzono, korzystajac z komercyjnej
platformy GoldenGate firmy Illumina, przy uzyciu zestawu markerow BOPA1 (ang.
barley oligonucleotide pool assay 1; Close i in., 2009) dedykowanego dla jeczmienia.
Platforma ta pozwolita na przeprowadzenie analizy 1536 loci SNP. Materiat roslinny do
genotypowania stanowity 94 linie RIL populacji MCam oraz 100 linii RIL populacji GH,
a takze ich odmiany rodzicielskie. W przypadku populacji MCam, konieczne bylo
wykluczenie 6 genotypow z powodu ograniczen technicznych. Wykluczono linie nr 19,
29, 96, 99, 116 1 127 na podstawie wynikow z genotypowania markerow SSR,
m.in. zrezygnowano z linii prezentujagcych wysoki stopien heterozygotycznosci.
Genotypowanie populacji LCam oraz analiz¢ wynikow przeprowadzono w Instytucie
Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk (IGR PAN) w Poznaniu (zadanie nr 2 projektu
POLAPGEN-BD).

Zamrozone DNA z wybranych linii RIL populacji MCam i GH oraz z form
rodzicielskich, wystano do The Southern California Genotyping Consortium (SCGC),
Illumina BeadLab, na Uniwersytecie Kalifornijskim w Los Angeles (UCLA). Otrzymane

wyniki genotypowania doktadnie przeanalizowano w celu wytypowania markeréw SNP
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dobrej jakosci. W pierwszej fazie usuni¢to markery, dla ktorych nie udato si¢ okresli¢
genotypu wsrod wielu linii RIL oraz loci heterozygotyczne. Nastepnie wytoniono
markery polimorficzne, roznicujace miedzy soba formy rodzicielskie populacji
mapujacych. Wszystkie polimorficzne markery przypisano do poszczegdlnych

chromosomdéw na podstawie referencyjnej mapy genetycznej jeczmienia (Close i in.,

2009).

3.5. Konstruowanie map genetycznych

Pierwszym etapem bylo skonstruowanie szkieletowych map genetycznych
markeré6w SSR dla populacji mapujacych MCam 1 GH. Z uwagi na fakt, iz stworzone
mapy sprz¢zen markerOw w sposob niedostateczny pokrywaly genom jeczmienia,
w kolejnym etapie badan zostaly one wysycone markerami SNP, w celu otrzymania
lepszego pokrycia genomu oraz zwigkszenia rozdzielczosci. Mapa genetyczna dla
populacji LCam zostala stworzona przez zespot badawczy z IGR PAN, w oparciu
wylacznie o markery SNP. Finalnym etapem konstruowania map genetycznych bylo
stworzenie mapy konsensusowej, integrujacej dane markerowe z trzech map

indywidualnych otrzymanych dla kazdej z populacji mapujacych (Rysunek 3.1.).

Populacja mapujaca MCam Populacja mapujaca GH Populacja mapujaca LCam
Konstrukcja szkieletowej Konstrukcja szkieletowej
mapy genetycznej mapy genetycznej
markeréw SSR markeréw SSR
Wysycenie otrzymanej Wysycenie otrzymanej Konstrukcja mapy
mapy markerami SNP mapy markerami SNP genetycznej markerow SNP

(IGR PAN, Poznan)

S | 4

Stworzenie mapy konsensusowej poprzez potgczenie danych markerowych
z trzech map indywidualnych

Rysunek 3.1. Schemat konstruowania map genetycznych.
3.5.1. Analiza segregacji alleli polimorficznych markerow wsréd linii populacji
mapujacych
Analize rozpoczeto od wprowadzenia do programu MS Excel 2010 danych

o segregacji alleli kazdego z polimorficznych markerow SSR oraz SNP. Poszczeg6lnym
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genotypom w badanych populacjach mapujacych przypisano odpowiednie symbole,
mianowicie ‘A’ dla homozygoty pod wzgledem allelu jak u odmiany europejskiej oraz
‘B’ dla homozygoty pod wzgledem allelu jak u odmiany syryjskiej. Heterozygoty
oznaczano jako ‘H’, natomiast brak danych o genotypie jako -’. Markery uszeregowano
w kolejnosci wedlug ich potozenia w chromosomach, na podstawie innych map
genetycznych jgczmienia. Nastgpnie, manualnie zweryfikowano zarchiwizowane dane
w celu wykluczenia potencjalnych btedow genotypowania, wystepujacych gtownie pod
postacig singletonow (singletonem okreslano locus, dla ktéorego w okreslonej linii,
stwierdzono inny allel niz dla sasiadujacych loci). W przypadku markerow SSR
wszystkie zidentyfikowane singletony zostaly powtdrnie zgenotypowane. W obu
populacjach mapujacych wyliczono takze czestotliwo$¢ pojawiania si¢ heterozygot. Tak
przygotowane dane przetworzono w edytorze tekstu na plik wsadowy dla programu
JoinMap 3.0 (Van Ooijen i Voorrips, 2001), w ktérym tworzone byly wszystkie mapy
genetyczne. Nastepnie, dla kazdego locus okreslono stosunek rozszczepien alleli
i odchylenie od prawidlowej segregacji 1:1 testem x? na poziomie istotnosci a = 0,05.
Markery, ktére prezentowaty istotne statystycznie odchylenia od oczekiwanej segregacji
alleli 1:1, charakteryzowaly si¢ wyrazng tendencja do wystepowania w grupach, wyraznie
oddzielonych od sasiadujacych rejondéw o innym wzorze segregacji. Pozwolilo to na
wyodrebnienie regionéw SDR (ang. segregation distortion region), gdy co najmniej trzy
blisko sprzezone ze soba markery prezentowaty istotne statystycznie odchylenie od
oczekiwanej segregacji alleli 1:1 w kierunku tego samego genotypu rodzicielskiego (Li
i in., 2010).

3.5.2. Analiza sprzezen markerow i tworzenie indywidualnych map genetycznych
Analize rozpoczeto od obliczenia czestosci rekombinacji migdzy parami loci, po
czym przystagpiono do grupowania markerow wedtug prawdopodobienstwa istnienia
migdzy nimi sprze¢zenia wyrazonego wspotczynnikiem LOD. Analizowano grupy
sprz¢zen wyodrebnione na podstawie warto$ci LOD w zakresie od 3 do 15. W przypadku
tworzenia map w oparciu dodatkowo o markery SNP, gdzie analizowano duza liczbe loci,
zmieniona zostala strategia mapowania, poniewaz nawet przy bardzo wysokiej warto$ci
wspotczynnika LOD (>10) markery z réznych chromosoméw byty kwalifikowane do
jednej grupy sprzezen. Aby wyeliminowac zjawisko fatszywie pozytywnego sprzgzenia
loci (ang. pseudo linkage) stworzono nowe pliki wsadowe dla programu JoinMap. Kazdy

z plikow zawierat dane o segregacji alleli oddzielne dla markeréow zlokalizowanych
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w poszczegolnych chromosomach jgczmienia z wykluczeniem markeréw z pozostatych
chromosomdéw (na podstawie informacji o ich lokalizacji z referencyjnych map
jeczmienia: Ramsay i in., 2000; Varshney i in., 2007; Close i in., 2009). Odlegtosci
genetyczne migdzy markerami wyliczono z wykorzystaniem funkcji mapujacej
Kosambiego, natomiast kolejno$¢ utozenia loci w poszczegdlnych grupach sprzezen
okres$lano przy nastepujgcych parametrach programu LOD > 1iREC < 0,4. Finalnie,
przypisano grupy sprz¢zen do poszczegdlnych chromosomow oraz weryfikowano
poprawnos¢ otrzymanej kolejnosci utozenia markerow, w oparciu 0 mapy referencyjne.
Wszystkie loci, ktore mapowaty si¢ w nieprawidtowym potozeniu badz zaburzaty uktad
sasiadujacych z nimi markerow zostaly wykluczane i procedura szeregowania markeréw
byla powtarzana az do otrzymania grupy sprzezen cechujacej si¢ poprawng kolejnoscia
utozenia wszystkich loci. W przypadku kilku grup sprzezen, dla ktorych ustalenie
prawidtowej kolejnosci markeréw byto utrudnione, korzystano z funkeji ‘fixed order’.
Pozwalata ona na zdefiniowanie a priori kolejnosci utozenia kilku wybranych markerow
W grupie sprzgzen, co pozwolito na stworzenie szkieletu, do ktérego nastepnie dotgczano
pozostale loci. Skonstruowane mapy genetyczne wizualizowane byly w programie

MapChart 2.2 (Voorrips, 2002).

3.5.3. Tworzenie mapy konsensusowej

Po skonstruowaniu map indywidualnych stworzono mape¢ konsensusowa
integrujaca dane markerowe z wszystkich trzech populacji mapujacych. Grupy sprzgzen
wyodrebnione dla réznych populacji, ale reprezentujace te same odcinki chromosomu
oraz zawierajace co najmniej dwa wspolne markery zostaty polaczone z wykorzystaniem
funkcji ‘combine groups for map integration’ programu JoinMap. Kolejnos¢ utozenia loci
W grupach sprzezen oraz genetyczne odleglosci migdzy markerami zostaty wyliczone wg
tych samych parametrow oraz tym samym sposobem jak w przypadku map

indywidualnych.

3.6. Strategia identyfikacji i mapowania funkcjonalnych genéw kandydackich

W niniejszej pracy zidentyfikowane zostaly geny kandydackie zwigzane
z tolerancja na stres niedoboru wody, ktore w kolejnym etapie badan byly mapowane,
w celu stworzenia wysokorozdzielczej mapy funkcjonalnej. Wszystkie analizowane geny
poddane zostaty sekwencjonowaniu, w celu identyfikacji polimorfizméw roznicujacych

mi¢dzy soba rodzicow populacji mapujagcych MCam lub GH. Nastepnie, dla
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polimorficznych gendéw opracowano metody genotypowania oraz przeanalizowano
segregacje ich alleli w populacjach mapujacych. Finalnym etapem byto okreslenie
chromosomowej lokalizacji zidentyfikowanych genow  na stworzonej

wysokorozdzielczej mapie jeczmienia.

3.6.1. Wybor gen6w kandydackich zwiazanych z tolerancjg na stres niedoboru wody
Geny do lokalizacji na mapie genetycznej typowano na podstawie dwdch réznych
strategii. Pierwszg grupe stanowilo 17 genow wybranych na podstawie literatury,
zidentyfikowanych u roslin modelowych, o eksperymentalnie potwierdzonym
zaangazowaniu w odpowiedz na stres niedoboru wody (Tabela 3.1.). Geny te koduja
biatka funkcjonalne oraz regulatorowe o aktywnos$ci skorelowanej z wystapieniem
deficytu wody. Druga grupe stanowito 39 gené6w wytypowanych na podstawie wynikow
réznicowe] analizy transkryptomow lisci 1 korzeni dwodch genotypow jeczmienia:
odmiany ‘Maresi’ i linii Cam/B1/Cl w odpowiedzi na stres suszy (Janiak, A.,
niepublikowane, zadanie nr 19 projektu POLAPGEN-BD; Tabela 3.2.). Przy wyborze
gendw analizowano wyniki pochodzace z eksperymentu mikromacierzowego, dotyczace
poziomu ich ekspresji u odmian rodzicielskich populacji MCam w warunkach
optymalnego nawodnienia oraz stresu suszy. Wytypowane geny nie byly przedmiotem
wczesniejszych badan, a prawdopodobnie peiniona przez nie funkcja zostata
okreslona na podstawie podobienstwa sekwencji w stosunku do genow dobrze
scharakteryzowanych pod wzgledem funkcjonalnym u roslin modelowych.

Do lokalizowania na mapie genetycznej wlaczono roéwniez grupe 24 gendw
jeczmiennych, ktéore wybrano 1 analizowano we wczesniejszych badaniach
prowadzonych w Katedrze Genetyki Uniwersytetu Slaskiego. Dla genéw tych
zidentyfikowano  polimorfizmy, opracowano metody genotypowania oraz
przeprowadzono analiz¢ segregacji ich alleli w populacjach RIL w ramach dwoch prac
magisterskich (Tabela 3.3 a i b). Zrodlem tych gendw byty zardéwno dane literaturowe,

jak 1 wyniki profilowania transkryptomow odmian rodzicielskich populacji MCam.

3.6.2.1dentyfikacja jeczmiennej sekwencji genomowej analizowanych CG
Analize podobienstwa sekwencji, w celu identyfikacji jeczmiennych ortologow
genéw o potwierdzonym zaangazowaniu w odpowiedz na deficyt wody u ro$lin

modelowych przeprowadzono z zastosowaniem algorytmu BLAST (ang. basic local
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Tabela 3.1. Wytypowane z danych literaturowych geny zwiazane z reakcja na stres niedoboru wody, dla ktorych zidentyfikowano jeczmienne

ortologi
Ortolog u ryzu Ortolog u jeczmienia
Pelna nazwa Numer_ . Numer Identyfikator Dlugos¢
Lp. | Gen akcesyjny Gatunek | Charakterystyka pelnionej funkeji Literatura . genu . sekwencji
genu akcesyjny Kontig .
(GenBank) (Ensemble genomowej
(GenBank)
Plants) (p2)
Geny regulatorowe
bifunctional Negatywny regulator sygnalingu ABA.
3(2),5- Mutanty tego genu charakteryzuja sie
bisphosphate zwigkszong ekspresja genow L .
! FRYL nucleotidase and | NM_125794.4 tAHaIiana indukowanych ABA i stresem oraz ?(;822 tin. | NM_001072858.1 | MLOC_34838 | contig 244738 2172
inositol podwyzszong zawarto$cia fosforanu
polyphosphate 1- inozytolu, co moze wskazywaé na udziat
phosphatase tego zwigzku w sygnalingu ABA.
OsAREBL1 koduje czynnik transkrypcyjny
zawierajacy motyw palca cynkowego, ktory
wiaze si¢ z domena ABRE w obrebie
. promotoréw gendw, ktorych ekspresja
2 AREB1 ABA-responsive . indukowana jest przez ABA. Linie z Jiniin,, — MLOC_20326 | contig_1589181 4508
element binding NM_001063653.1 | O. sativa . . .
protein 1 nadeksp'reSJq charakteryzuqa} S.1¢ zwigkszong | 2009
tolerancja na suszg, opdznieniem
kwitnienia oraz podwyzszong ekspresja
genéw indukowanych stresem tj. RD29A
i RD29B
OsNACS6 koduje czynnik transkrypcyjny
zawierajacy N-terminalng domeng wiazaca
. DNA. Ekspresja genu jest indukowana
3 | NACS NAC domain stresem suszy, wysokim zasoleniem oraz | Nakashima | — MLOC 59162 | contig_43328 2258
transcription NM_001051551.1 | O. sativa o . . - -
factor 6 ABA. W liniach z nadekspresja iin., 2007
stwierdzono podwyzszona ekspresj¢ genow
kodujacych m.in. kinazy biatkowe,
peroksydazy oraz czynniki transkrypcyjne.
Koduje biatko z grupy kinaz
aktywowanych mitogenami, ktore
Mitogen odgrywaja role¢ w odpowiedzi na Xiong .
4 | MPKS activated protein | NM_001056305.1 | O.sativa | dochodzace do komorki czynniki i Yang, - MLOC_17814 | contig_1578150 2911
kinase 5 zewngtrzne. Linie z nadekspresja genu 2003
charakteryzuja si¢ zwigkszong tolerancja
na stres suszy oraz zasolenie.
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Tabela 3.1. cd.

Lp. | Gen

Pelna nazwa
genu

Numer
akcesyjny
(GenBank)

Gatunek

Charakterystyka pelnionej funkcji

Literatura

Ortolog u ryzu

Ortolog u jeczmienia

Numer
akcesyjny
(GenBank)

Identyfikator
genu
(Ensemble
Plants)

Kontig

Dlugosé
sekwencji
genomowej
(p2)

5 SAD1

Supersensitive to
ABA and
drought 1

NM_124264.4

A.
thaliana

Koduje biatko o aktywno$ci matych
jadrowych nukleoprotein (snRNP),
prawdopodobnie zaangazowane w splicing
mRNA, jego transport i degradacje.
Mutacja w tym genie zwigksza wrazliwo$¢
na ABA i stres suszy oraz ekspresj¢
indukowanych stresem gendw.

Xiong i in.,
2001b

NM_001061967.1

MLOC_44823

contig_275467

2112

6 SIK1

Salt-inducible
kinase 1

NM_001063222.1

O. sativa

Koduje biatko z grupy kinaz receptorowych
(receptor-like kinase - RLK). Ekspresja
genu indukowana jest stresem suszy,
wysokim zasoleniem oraz H,0,. Linie

z nadekspresja genu charakteryzuja si¢
zwigkszona tolerancja na susze,
podwyzszona ekspresja genow kodujacych
peroksydazy, dysmutazy ponadtlenkowe

i katalazy oraz zmniejszong liczbg aparatow
szparkowych w epidermie liscia.

Ouyang
iin, 2010

MLOC_63726

contig_47899

6664

7 bzIP23

Basic leucine-
zipper 23

NM_001054760.1

O. sativa

OsbZ1P23 koduje czynnik transkrypcyjny
zawierajacy domeng palca cynkowego.
Ekspresja genu jest indukowana stresem
suszy, wysokim zasoleniem oraz ABA.

W liniach z nadekspresja stwierdzono
podwyzszona ekspresj¢ genow kodujacych
dehydryny, biatka z grupy LEA, kinazy
biatkowe, fosfatazy oraz biatka regulujace
metabolizm aminokwaséw

Xiangiin.,
2008

MLOC_53580

contig_38488

4988

Geny funkcjonalne

8 P5CS1

Pyrroline-5-
carboxylate
synthase

NM_129539.2

A.
thaliana

Koduje enzym zaangazowany w syntezg
proliny, ktora petni funkcjg
osmoprotektanta komorki chroniac ja
glownie przed reaktywnymi formami tlenu
(ROS). Ekspresja genu jest indukowana
stresem suszy, wysokim zasoleniem oraz
ABA.

Yoshiba i
in., 1999;
Zhuiin.,
1998

NM_001062258.1

MLOC_57545

contig_41855

3544
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Lp.

Gen

Pelna nazwa
genu

Numer
akcesyjny
(GenBank)

Gatunek

Charakterystyka pelnionej funkcji

Literatura

Ortolog u ryzu

Ortolog u jeczmienia

Numer
akcesyjny
(GenBank)

Identyfikator
genu
(Ensemble
Plants)

Kontig

Dlugosé
sekwencji
genomowej
(p2)

CsD1

Copper/zinc
superoxide
dismutase 1

NM_100757.3

A.
thaliana

Koduje enzym dysmutaz¢ ponadtlenkowa
zalezng od Cu/Zn, ktory jest zaangazowany
w procesy detoksykacyjne komorki. Znana
jest Sciezka posttranskrypcyjnej regulacji
ekspresji genu przez aktywno$¢ miRNA -
miR398.

Sunkar
iin., 2006

NM_001056653.1

MLOC_22278 | contig_160480

1507

10

DHODH

Dihydroorotate
dehydrogenase 1

NM_001054588.1

O. sativa

Koduje enzym zaangazowany w syntezg
nukleotydow pirymidynowych. Ekspresja
OsDHODH1 indukowana jest zasoleniem,
ABA oraz stresem suszy. W tkankach linii
z nadekspresja genu stwierdzono
podwyzszona zawarto§¢ monofosforanu
urydyny, ktory zaangazowany jest

w synteze osmoprotektantow. Linie z
nadekspresja charakteryzuje podwyzszona
zawarto$¢ proliny w tkankach.

Liuiin,,
2009

MLOC_62551 | contig_46689

5318

11

HVA22

Hordeum
vulgare abscisic
acid and stress
inducible

gene 22

L19119.1

H.
vulgare

Ekspresja genu indukowana jest ABA oraz
stresem suszy, inhibitor giberelino —
zaleznego powstawania wakuoli
trawiennych w programowanej $mierci
komorki

Shen i in.,
1993

MLOC_73911 | contig_64727

1327

12

ADC1

Arginine
decarboxylase 1

NM_001063230.1

O. sativa

Koduje enzym zaangazowany w syntezg
poliamin peiacych rolg
osmoprotektantow. Linie z nadekspresja
genu charakteryzuja si¢ zwigkszona
tolerancja na susz¢ oraz akumulacja
poliamin.

Capell i in.,
2004;
Peremarti
iin., 2010

MLOC_39205 | contig_2552582

2289

13

AVP1

H*-
Pyrophosphatase

NM_101437.4

A
thaliana

Koduje pompg protonowa zlokalizowang w
btonie komoérkowej wakuoli, ktora
uczestniczy w transporcie jonow
wodorowych, regulujac pH w apoplascie.
Linie transgeniczne charakteryzuja si¢
zwigkszong tolerancja na stres suszy oraz
zasolenie.

Gaxiola
iin, 2001

NM_001064719

MLOC_6480 | contig 137615

4002
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Tabela 3.1. cd.

Ortolog u ryzu

Ortolog u jeczmienia

z nadekspresja genu charakteryzuja si¢
zwigkszong tolerancja na stres suszy.

Pelna nazwa Numer_ . Numer Identyfikator Dlugos¢
Lp. | Gen akcesyjny Gatunek | Charakterystyka pelnionej funkeji Literatura . genu . sekwencji
genu akcesyjny Kontig .
(GenBank) (Ensemble genomowej
(GenBank)
Plants) (p2)
Koduje enzym zaangazowany w procesy
detoksykacyjne aldehydow wytwarzanych
14 | ALDH3 Aldehyde NM_119588.5 A - pr'ze':z ro$liny w warunkach streso'wy(.:h. _K_otchoni NM_001072858.1 | MLOC_12946 | contig_1564471 2174
dehydrogenase 3 thaliana | Linie transgeniczne charakteryzuja si¢ i in., 2006
zwigkszonag tolerancja na stres suszy oraz
stres oksydacyjny.
Plasma Koduje akwaporyne, czyli biagm blonowe
zaangazowane w transport wody przez . .
15 | PIPL :‘;‘::::;ine NM_001054207.1 | O.sativa | blony komérkowe. Linie transgeniczne (23(;‘;6' S MLOC_10855 | contig_1559936 3279
protein 1 charakteryzuja si¢ zwigkszona tolerancja na
stres suszy oraz zasolenie.
Koduje enzym bioracy udzial w syntezie
osmoprotektantow komorki. Ekspresja
genu indukowana jest stresem suszy,
wysokim zasoleniem oraz ABA. Linie
Trehalose-6- z nadekspresja OSTPP1 charakteryzuja si¢ . .
16 | TPP1 phosphate NM_001054180.1 | O. sativa | podwyzszong tolerancjg na susze¢ oraz S(?olgmq - MLOC_53783 | morex_contig_38641 | 3977
phosphatase 1 ekspresja genow kodujacych kinazy MPK3
i MPK4 oraz czynnik transkrypcyjny
DREBI1B, co moze $wiadczy¢
0 zaangazowaniu genu w regulacje
odpowiedzi na stres abiotyczny.
Koduje biatko szoku cieplnego, ekspresja
genéw z grupy HSP wzrasta w wyniku
dziatania czynnikow stresowych. sHSP17.7 | Sato .
17 | shspaz.7 | Smallheatshock |\ 601056197.1 | O. sativa | pelni w koméree funkcje biafka i Yokoya, |~ MLOC_74019 | morex_contig_64954 | 1047
protein 17.7 L, L
opiekunczego (chaperone). Linie 2008
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Tabela 3.2. Wytypowane na podstawie wynikéw eksperymentu mikromacierzowego geny o zroéznicowanej ekspresji podczas stresu suszy,
dla ktoérych zidentyfikowano jeczmienng sekwencje genomowa

Nr ldentyfikator Dlugos¢ Ekspresja
Lp. | akcesyjny genu (Ensemble Kontig sekwencji Prawdopodobny produkt bialkowy
(GenBank) Plants) genomowej (pz) Organ Zmiana
1 AK364695.1 | MLOC_5973 contig_136941 2978 L il Enzym katalizujacy synteze kwasu 1-karboksy-1-aminocyklopropanowego
2 AF307145.1 | MLOC_63089 contig_47260 8886 L 1 Syntetaza asparaginy
3 AK248508.1 | MLOC_73638 contig_64074 1680 L 1 UDP-glikozylotransferaza
4 AK250959.1 | MLOC_70346 contig_57809 464 L 1 Inhibitor subtilizyny-chymotrypsyny (inhibitor peptydaz)
5 AK366970.1 | MLOC_66700 contig_51984 1589 L i Biatko zaangazowane w transport ADP/ATP
6 AK375617.1 | MLOC_54734 contig_39347 593 L 1 Biatko z rodziny LEA
7 AK373077.1 | MLOC_53324 contig_38252 2162 L i Biatko zaangazowane w transport cukrow
8 AK248413.1 | MLOC_64719 contig_49235 1489 L 1 Biatko o aktywnosci reduktazy progesteronu
9 AK373549.1 | MLOC_17049 contig_1575414 2102 L 1 Biatko antydrobnoustrojowe
10 | AK376769.1 | MLOC_51183 contig_368665 1450 L 1 Akwaporyna TIP3-1 (biatko blonowe)
11 | AK355834.1 | MLOC_10916 contig_1560028 2327 L T Fosfogliceromutaza
12 | AK354606.1 | MLOC_18586 contig_1581110 1563 L i NAD-NADP-zalezna oksydoreduktaza
13 BM816765.1 | MLOC_37304 contig_2548137 3193 L l Biatko uczestniczace w transporcie cynku
14 DQ201158.1 | MLOC_81684 contig_9764 3778 L l Fitochrom A (fotoreceptor blonowy)
15 | AK376707.1 | MLOC_59863 contig_43978 4091 L l Syntetaza tryptofanu
16 | AK252018.1 | MLOC_3462 contig_130981 2373 L l Liaza kwasu izocytrynowego
17 AK369200.1 | MLOC_56819 contig_41178 2376 L l Biatko nalezace do rodziny AUX/IAA
18 | AK250034.1 | MLOC_58753 contig_42961 5199 K ! Oksydaza poliaminowa
19 AK365529.1 | MLOC_51427 contig_369207 1591 K l Biatko z rodziny o-metylotransferaz
20 AK367041.1 | MLOC_58420 contig_42646 2523 K l Bialko zaangazowane w metabolizm lipidow
21 AK358114.1 | MLOC_53950 contig_38769 5102 K l Bialko z rodziny glikozylotransferaz
22 AK364080.1 | MLOC_18612 contig_158122 1602 K l Proteaza cysteiny

L — lis¢; K — korzen; 1/| - wzrost/spadek ekspresji genu w odniesieniu do warunkow optymalnego nawodnienia
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Tabela 3.2. cd.

Nr ldentyfikator Dlugos¢ Ekspresja
Lp. | akcesyjny genu (Ensemble Kontig sekwencji Prawdopodobny produkt bialkowy
(GenBank) Plants) genomowej (pz) Organ Zmiana
23 | AK374300.1 | MLOC_70877 contig_58727 3902 K ! Cyklina B
24 | AK249171.1 | MLOC_44678 contig_275150 1620 K l Biatko z rodziny oksydoreduktaz
25 AK251637.1 | MLOC_70963 contig_5885 5046 K l Biatko blonowe odpowiedzialne za zachowanie rownowagi pH
26 | AK355062.1 | MLOC_76936 contig_73588 2302 K l Biatko magazynujace
27 | AY188394.1 | MLOC_28370 contig_191212 1108 K l Biatko zaangazowane w transport fosforanow
28 | AK365725.1 | MLOC_17220 contig_157599 1568 K l Transferaza glutationu
29 M60733.1 MLOC_68999 contig_55732 3301 K l Biatko zaangazowane w degradacjg¢ RNA
30 | AK369380.1 | MLOC_44888 contig_1564222 1083 K ! Produkt nieznany
31 | AK248326.1 | MLOC_12837 contig_1564222 1083 K ! Biatko bedace homologiem biatka CASP-like
32 | AK250811.1 | MLOC_74605 contig_66186 1588 K l Biatko z rodziny peroksydaz
33 | AK366003.1 | MLOC_6194 contig_137196 670 K l Inhibitor trypsyny typu Bowman-Birk
34 | AK356650.1 | MLOC_67752 contig_53572 1985 K l Transferaza acylowa
35 | AK365167.1 | MLOC_11897 contig_1562103 3330 K l Biatko katalizujace reakcj¢ redoks
36 | AK376206.1 | MLOC_52193 contig_37358 750 /K 1 Biatko z rodziny glioksylaz
37 AK250206.1 | MLOC_10408 contig_1559008 1451 L/K 1 Biatko blonowe, ktorego aktywnos¢ indukowana jest stresem
38 | AK372760.1 | MLOC_67581 contig_53297 3403 L/K 1 Biatko szoku cieplnego o masie 70 kDa
39 | AK358848.1 | MLOC_11583 contig_1561399 3166 L/K l Biatko zawierajace domeng BURP

L —lis¢; K — korzen; 1/| - wzrost/spadek ekspresji genu w odniesieniu do warunkow optymalnego nawodnienia
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Tabela 3.3 a. Wytypowane na podstawie danych literaturowych geny, analizowane w ramach weze$niejszych badan prowadzonych w Katedrze
Genetyki US i wiaczone do lokalizowania na mapie genetycznej

Identyfikator genu L .. Rodzaj Metoda Populacja | , ,
Lp. | Gen (Ensemble Plants) Charakterystyka pefnionej funkeji polimorfizmu | genotypowania | mapujaca Zrédio
Geny regulatorowe
Srébka,
Koduje czynnik transkrypcyjny ABI5 nalezacy do podrodziny bZIP w rodzinie AREB/ABF; 2012;
! HVABIS MLOC_66546 odpowiedzialny m.in. za ABA-zalezng aktywacje¢ genow HVAL i HVA22 INDEL STS GH Urban,
2014
Srébka,
2 HvHsdra MLOC 43556 Ko_du]e biatko Hs.dr4 dtugoscei 250 ammosz_isow aktywujace GTP-azg¢ z rodziny Rho, bioraca udziat SNP CAPS GH 2012;
- m.in. w zamykaniu szparek podczas stresu niedoboru wody Urban,
2014
Koduje wysoce konserwowane ewolucyjnie biatko CBP20, wchodzace razem z biatkiem CBP80 w sktad -
, s X R . . L. , s Srobka,
kompleksu CBC, ktory stabilizuje transkrypy na koncu 5’oraz bierze udziat w formowaniu ich konca 3’; 2012:
3 HvCBP20 MLOC_17939 kompleks CBP zwigksza tez wydajno$¢ splicingu oraz bierze udziat w syntezie pre-miRNA SNP CAPS GH Urba;1
i prawdopodobnie uczestniczy w sygnalingu ABA podczas stresu niedoboru wody (negatywny regulator 2014 '
ABA)
Koduje podjednostke B transferazy farnezylowe;j, ktora jest odpowiedzialna za katalizg prenylacji biatek. Urban
4 HVERAL MLOC_67140 B transferaza farnezylowa wiaze biatka biorace udziat w transdukcji sygnatu kwasu abscysynowego, SNP CAPS GH 2014 '
a tym samym wptywa na regulacje transpiracji
Koduje czynnik transkrypcyjny nalezacy do klasy III rodziny WRKY; biatko WRKY38 zawiera g(r)ibz 2
5 HVWRKY38 | MLOC_60890 charakterystycznag domeng WRKY, ktora wiaze si¢ do motywu W—box w DNA i jest zaangazowane SNP CAPS GH Urba;“l
W odpowiedz na niska temperaturg oraz niedobor wody na drodze niezaleznej od ABA 2014 '
6 HVAHG?2 MLOC 4021 Gentenu Arabld'ospls lfo.duje poli(A)rybonukleaze, ktorg b'w:rze,udz.lal w d§gradaq1 mRNA, ktoéra ma SNP CAPS GH Urban,
- na celu utrzymanie wlasciwego stanu homeostazy, ulegaja jej gtownie wadliwe czasteczki mRNA 2014
Koduje biatko CBP80, majace wysoce uporzadkowana strukture ztozona w catosci z a-helis i petli. Jest Urban
7 HvCBP80 MLOC_7192 ono stabo konserwowane ewolucyjnie, wchodzi wraz z CBP20 w sktad kompleksu CBC wiazacego sig¢ SNP CAPS MCam 2014 '
do konca 3’ transkryptu i spetniajace takie same funkcje jak CBP20
Koduje biatko DRF1, bedace czynnikiem transkrypcyjnym nalezacym do grupy DREB2 w rodzinie - Urban,
8 HVDRFL MLOC_77405 AP2/ERF, ktére moze m.in. aktywowac ekspresj¢ genu HVAL SNP EcoTilling MCam 2014
Koduje biatko nalezace do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych NAC, do grupy SNAC —A, ktére Urban
9 HVSNAC1 MLOC_37104 reguluje ekspresje wielu gendw zwigzanych ze stresem suszy i zasolenia oraz ma zwigzek z zamykaniem | SNP CAPS MCam 2014 '
szparek podczas stresu niedoboru wody
Geny funkcjonalne
Srobka,
10 HVDhNS _ Fodu]e biatko dehydryng 5, ktore n'alezy do rodziny blak':k LEA grupy 11, ma ono charakter kwasowy SNP CAPS GH 2012,
i jest produkowane w warunkach niedoboru wody oraz niskiej temperatury Urban,
2014
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Tabela 3.3 a. cd.

ldentyfikator genu L .. Rodzaj Metoda Populacja | , ,
Lp. | Gen (Enszymble PIa?]ts) Charakterystyka pelnionej funkeji polimojrfizmu genotypowania ma[;ujgia Zrédio
Koduje biatko nalezace do grupy Il biatek LEA, jego ekspresja jest indukowana czynnikiem Urban
11 HVAL — stresowym (np. stresem niedoboru wody) lub obecnoscia ABA produkowanego w ro$linie SNP CAPS MCam 2014 '
w warunkach stresowych
12 HvPpdH1 MLOC 81154 Koduje biatko ‘zwi.alzan,e .z reakcja na fotoperiod. Domingjqcy allel fgenu. HvPpdH1 warunkuje SNP CAPS MCam Urban,
- weczesne zakwitanie roslin w warunkach wzrostu w dtugim fotoperiodzie 2014

Tabela 3.3 b. Wytypowane na podstawie wynikow eksperymentu mikromacierzowego geny o zroéznicowanej ekspresji podczas stresu suszy,

analizowane w ramach wcze$niejszych badan prowadzonych w Katedrze Genetyki US i wlaczone do lokalizowania na mapie genetycznej

Identyfikator genu L. .. Ekspresja Rodzaj Metoda Populacja | , ,

Lp. | Gen (Ensemble Plants) Charakterystyka pelnionej funkeji Organ Zmiana polimorfizmu | genotypowania | mapujaca Zrédio
1| x71362.1 _ Bialko z grupy dehydryn L 1 SNP CAPS GH ;;?Z"’
. Urban,

2 AJ304793.1 — Oksydaza flawinowa L 1 INDEL STS GH 2014
. Urban,

3 AF043090.1 — Biatko z grupy dehydryn L i SNP CAPS GH 2014
. Urban,

4 BQ467580.1 MLOC_14295 Biatko z grupy LEA L 1 SNP CAPS MCam 2014
. Urban,

5 AK250700.1 MLOC_79567 Biatko z grupy peroksydaz L l SNP CAPS GH 2014
. . Urban,

6 AK249682.1 MLOC_14218 Homolog biatka PVR3-like L ! SNP CAPS GH 2014
i - . Urban,

7 BM444414.1 MLOC_14732 Inhibitor transferazy lipidowe;j L l SNP CAPS GH 2014
. Urban,

8 AK353596.1 MLOC_65477 Biatko z grupy peroksydaz L l INDEL STS MCam 2014
Urban,

9 AK356764.1 MLOC_21709 Transketolaza K 1 SNP CAPS GH 2014
. . . Urban,

10 | AK372008.1 — Biatko zwigzane z transportem cukréw K l SNP CAPS GH 2014
Urban,

11 AK373247.1 MLOC_10116 Syntaksyna K 1 SNP CAPS MCam 2014
12 | AK3543161 | MLOC_5618 Bialko szoku cieplnego LK 1 INDEL STS MCam l;g;’j”'

L — lis¢; K — korzen; 1/| - wzrost/spadek ekspresji genu w odniesieniu do warunkow optymalnego nawodnienia




alignment search tool). Do analiz wykorzystano sekwencj¢ kodujaca (ang. coding DNA
sequence — CDS), ktérg pobrano z zasobow bazy GenBank (http://www.ncbi
nim.nih.gov/genbank/) na serwerze NCBI (National Center for Biotechnology
Information, USA). Postuzyta ona jako zapytanie (ang. query) do przeszukiwania baz
danych na serwerze IPK Gatersleben (IPK Barley BLAST Server; http://webblast.ipk-
gatersleben.de/barley/viroblast.php), w ktorych zdeponowano wyniki pochodzace
z projektu sekwencjonowania genomu j¢czmienia (The International Barley Genome
Sequencing Consortium, 2012). Wykorzystano m.in. baz¢ danych zawierajgcg informacje
0 nukleotydowej  sekwencji ~ genomu  referencyjnej  odmiany  ‘Morex’
(assembly_WGSMorex), a takze bazg obejmujacg dane o modelach gendéw jeczmiennych
opracowanych na podstawie wynikow sekwencjonowania RNA oraz flcDNA (ang. full-
length cDNA; HC_genes_ CDS_Seq and LC_genes_CDS_Seq). Dla grupy gendéw
wytypowanych na podstawie analizy transkryptomu, sekwencja zapytania dla algorytmu
BLAST byta jeczmienna sekwencja mRNA komplementarna do sekwencji sondy
z mikromacierzy. SzczegOlowe dane o zidentyfikowanych genach jgczmiennych,
obejmujace m.in. informacje o ich strukturze oraz chromosomowej lokalizacji, pobrano

z zasobow bazy Ensembl Plants (http://plants.ensembl.org/index.html; ver. 082214v1).

3.6.3.Projektowanie starteré6w, opracowanie warunkéw amplifikacji oraz
wizualizacja produktéow PCR

Startery do specyficznej amplifikacji wybranych fragmentéw sekwencji
genomowej zidentyfikowanych genow jeczmiennych projektowano w programie Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Diugos¢ amplifikowanych fragmentow wahata si¢
od okoto 800 do 1200 pz, co dawato optymalng dlugo$¢ matrycy do reakcji
sekwencjonowania. Do analiz wybierano fragment genu zawierajacy intron lub jego
fragment w celu zwigkszenia prawdopodobienstwa zidentyfikowania polimorfizmu.
Startery projektowano tak, aby ich dlugo$¢ miescita si¢ w przedziale 18-25 pz, a ich
temperatura topnienia (Tm) wynosita od 57 do 63°C, z dopuszczalng r6znicg 1°C miedzy
starterem forward i reverse.

Profil temperaturowy dla poszczegdlnych par starterow dostosowywano na
podstawie sugerowanej przez producenta (Sigma-Aldrich) temperatury topnienia.
Amplifikacje fragmentow gendéw przeprowadzano z wykorzystaniem nieznakowanych

starterow w termocyklerze T-Gradient (Biometra). W przypadku nieuzyskania
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specyficznego produktu o pozadanej koncentracji, optymalne temperatury przytaczania

starterow ustalano, przeprowadzajac reakcje PCR w gradiencie temperatur.

W sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednej probki wchodzity:

e ddH20 13,5 ul
e 10 x buforB 2,0 ul
e dNTPs (5mM, Promega) 1,0 ul
e starter forward (50 ng/ul, Sigma-Aldrich) 0,5 ul
e starter reverse (50 ng/ul, Sigma-Aldrich) 0,5 ul
e Color Taqg DNA Polimeraza (2 U/ul, EURx) 0,5l
e DNA (50 ng/ul) 2,0 ul

Catkowita objetos¢ 20,0 ul

Wizualizacj¢ produktow amplifikacji PCR prowadzono przez rozdziat
elektroforetyczny. Elektroforeze wykonywano w 1,5% zelu agarozowym w $rodowisku
buforu 0,5 x TBE (Aneks 1. Tabela 10.4.) przy stalym napieciu pradu 5V/cm. Do
kieszonek zelu naktadano po 5 pl probek oraz 1 pul markera wielko$ci 100 pz (Fermentas).
DNA znakowano przy uzyciu bromku etydyny (10 mg/ml, Bio-Rad Laboratories)
dodawanego bezposrednio do mieszaniny zelowej i obserwowano w $wietle UV
w transiluminatorze (Vilber Lourmat). Analiz¢ produktow PCR prowadzono w programie

do dokumentacji zeli BioCapt (Vilber Lourmat).

3.6.4.Sekwencjonowanie amplikonow i identyfikacja polimorfizmow

Po potwierdzeniu efektywnosci amplifikacji w  wyniku rozdziatu
elektroforetycznego, produkty PCR  poddawane byly  dwukierunkowemu
sekwencjonowaniu w pracowni sekwencjonowania (Genomed, Warszawa). Matryce
stanowily sekwencje fragmentow zidentyfikowanych gendéw pochodzace z odmian
rodzicielskich populacji mapujacych MCam 1 GH. Wyniki analizowane byty w programie
CodonCode Aligner (CodonCode Corporation). Konce sekwencji skracano do miejsca,
gdzie jako$¢ wygenerowanych odczytow pozwalala na poprawng identyfikacje
nukleotydow. Niepewne nukleotydy analizowane byly w oparciu o fluorogram oraz
wynik sekwencjonowania z przeciwnego kierunku. Przygotowane w ten sposob
sekwencje sktadano w kontigi i porbwnywano z sekwencja referencyjng genu. Nastepnie
poszukiwano zmian pojedynczych nukleotydow (SNP) oraz krétkich insercji/delecii

(INDEL) réznicujacych miedzy soba pary rodzicow populacji mapujacych. Dla kazdej
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zidentyfikowanej zmiany okre§lany byt jej rodzaj oraz potozenie w analizowanym

fragmencie.

3.6.5.0pracowanie technik genotypowania polimorficznych CG w populacjach
mapujacych

Metody genotypowania populacji mapujgcych RIL pod wzgledem miejsc
polimorficznych mig¢dzy rodzicami populacji mapujagcych w wytypowanych genach

kandydackich byly opracowywane w zaleznos$ci od rodzaju wykrytej zmiany sekwencji.

3.6.5.1. Technika STS

W przypadku zmiany typu INDEL opracowano technik¢ oparta na amplifikacji
metoda PCR krotkiego fragmentu genu (100-300 pz), obejmujacego miejsce
wystepowania zidentyfikowanej insercji/delecji. Startery projektowano w taki sposob by
insercja/delecja stanowita minimum 5% dlugosci amplifikowanego fragmentu. Dla
zaprojektowanych starteréw dopracowywano warunki amplifikacji, a nastepnie
prowadzono rozdzial elektroforetyczny produktow PCR w 2,5% zelu agarozowym przy
statym napieciu pradu 5V/cm. Linie populacji mapujacych byly genotypowane na
podstawie ich zréznicowania pod wzgledem dlugosci amplikonu. Geny kandydackie,
w sekwencjach ktorych zidentyfikowano polimorfizm typu INDEL mapowane byty jako
markery STS (ang. sequence tagged site).

3.6.5.2. Technika CAPS

Wszystkie zidentyfikowane polimorfizmy typu SNP analizowane byty w aplikacji
NEBcutter V2.0 (New England Biolabs; http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) pod katem
poszukiwania miejsc cigcia DNA dla enzymoéw restrykcyjnych. Do dalszych analiz
kwalifikowano tylko te enzymy, ktére w rozpatrywanej sekwencji posiadaty jedno lub
dwa miejsca cigcia. W przypadku identyfikacji odpowiedniego enzymu, polimorficzne
geny byly genotypowane z zastosowaniem techniki CAPS (ang. cleaved amplified
polymorphic sequence). Produkty PCR byly poddawane trawieniu restrykcyjnemu, przy
czym sktad mieszaniny restrykcyjnej oraz warunki cigcia byly indywidualnie
dopracowywane dla kazdego enzymu. Optymalizacji podlegaty takie parametry jak ilo$¢
enzymu 1 DNA w przeliczeniu na jedng probke oraz czas inkubacji w tazni wodne;.
Produkty cigcia, do ktorych po restrykcji dodawano bufor obcigzajacy z sacharoza
(2 pl/10 pl probki; Aneks 1. Tabela 10.6.) identyfikowano poprzez elektroforeze w 2%
zelu agarozowym przy stalym napigciu pradu 5V/cm.
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3.6.5.3. Technika dCAPS

W przypadku, gdy dla zadnego zidentyfikowanego SNP w analizowanym
fragmencie genu nie znaleziono enzymu restrykcyjnego, stosowano technike dCAPS
(ang. derived cleaved amplified polymorphic sequence). Jest to modyfikacja techniki
CAPS, ktora polega na uzyciu startera zawierajacego 1 lub 2 nukleotydy niedopasowane
do matrycy (ang. mismatch) w celu wprowadzenia do amplifikowanej sekwencji miejsca
cigcia dla enzymu restrykcyjnego. Startery typu mismatch projektowano w programie
dCAPS Finder 2.0. (http://helix.wustl.edu/dcaps/dcaps.html) na podstawie fragmentu
sekwencji genomowej o dlugosci 50 nukleotydow, w potowie ktorej zlokalizowany byt
zidentyfikowany SNP. Kolejnym krokiem byta reakcja PCR ze starterem typu mismatch
oraz starterem standardowym zaprojektowanym tak, aby amplifikowany fragment nie
przekraczal 500 pz. W przypadku braku produktu amplifikacji lub w przypadku
obecnosci niespecyficznych prazkéw stosowano wewnetrzny PCR (ang. nested PCR).
Metoda polegata na dwuetapowej reakcji amplifikacji. W pierwszym etapie
prowadzono amplifikacj¢ fragmentu analizowanego genu z wykorzystaniem starterow
zaprojektowanych do sekwencjonowania. Nastgpnie produkt PCR rozciefczano 50-Cio
krotnie, w celu uzyskania matrycy dla drugiej reakcji PCR, ze starterami dedykowanymi
dla amplifikacji fragmentu dCAPS. W kolejnym etapie amplikony byly poddawane
restrykcji, po wczesniejszym dopracowaniu warunkoéw cigcia. Detekcje produktow po
enzymatycznym trawieniu przeprowadzano przez elektroforeze w 4% zelu agarozowym

przy statym napigciu pradu 4V/cm.

3.6.6. Lokalizowanie CG na mapach genetycznych

Wyniki genotypowania polimorficznych genéw kandydackich w populacjach
mapujacych dolaczono do danych o segregacji alleli polimorficznych markeréw SSR
1 SNP celem przeprowadzenia analizy sprze¢zen w programie JoinMap oraz okreslenia
chromosomowe;j lokalizacji genéw kandydackich na uprzednio stworzonych mapach
genetycznych. Wybor grup sprzgzonych loci, ustalanie kolejnosci markerow
w poszczegdlnych grupach sprzgzen oraz okreslenie odleglosci genetycznych
przeprowadzono w analogiczny sposob i przy takich samych parametrach programu jak
przy konstrukeji map opartych wylacznie o markery SSR 1 SNP. Finalnym etapem pracy
byto stworzenie mapy konsensusowe;j, taczacej mapy uzyskane dla populacji mapujacych
MCam i GH, na ktorych zlokalizowano wytypowane geny kandydackie zwigzane
z reakcjg na deficyt wody oraz mape dla populacji LCam.
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3.7. Strategia mapowania loci cech iloSciowych

W niniejszej pracy przeprowadzono identyfikacje chromosomowych rejondéw
kontrolujagcych zmienno$¢ cech charakteryzujacych bilans wodny, wydajnos¢ procesu
fotosyntezy oraz zawarto$¢ zwigzkéw chemicznych zwigzanych z odpowiedzig na
niedobor wody w warunkach optymalnego nawodnienia oraz stresu suszy w populacji
mapujacej MCam. Fenotypowanie materialu roslinnego, w ramach ktérego wykonano
doswiadczenie szklarniowe oraz pomiar parametréw fizjologicznych i biochemicznych
charakteryzujacych badane genotypy, przeprowadzono przez inne zespoty badawcze
projektu POLAPGEN-BD (zadania nr 8, 9, 10, 11 i 12) w Instytucie Fizjologii Ro$lin
Polskiej Akademii Nauk (IFR PAN) oraz w Katedrze Fizjologii Roslin na Wydziale

Rolniczo-Ekonomicznym Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie.

3.7.1. Charakterystyka ukladu do§wiadczalnego oraz analizowanych cech

W doswiadczeniu wykonanym przez wymienione powyzej zespoly badawcze
projektu POLAPGEN-BD, ziarna osobnikéw populacji MCam oraz form rodzicielskich
wysiano do wazonéw o pojemnosci 9 dm?® ktore zawieraly ziemie wymieszang
z piaskiem. Do$wiadczenie prowadzono w kontrolowanych warunkach szklarniowych
(temperatura 25/16°C, fotoperiod 16/8 godzin, natezenie $wiatta 650 umol m?s? oraz
wilgotnos¢ powietrza 50%), regularniec monitorujgc zawartos¢ wody w glebie na
podstawie kontroli wagowej wazonow oraz analizy krzywej retencji wodnej (pF)
wyznaczonej dla zastosowanego podtoza. W pierwszym wariancie nawadniania, przez
caly okres wzrostu roslin utrzymywana byta optymalna wilgotnos$¢ gleby na poziomie
11% wagowych (3,2 pF). W wariancie drugim, stres suszy zadany zostal w stadium
siewki, po pojawieniu si¢ czwartego liscia 1 trwal przez 10 dni. W tym czasie wilgotnos¢
podioza utrzymywana byla na poziomie 5,7% wagowych (4,0 pF), czyli tuz przed
punktem trwatego wiednigcia (4,2 pF).

Pomiary wykonane zostaly dla trzeciego liscia analizowanych genotypow
w ostatnim dniu suszy oraz po podlaniu roslin w przypadku wariantu optymalnego
nawodnienia. Przedmiotem dalszych badan wykonanych w ramach prezentowanej pracy
doktorskiej byty 43 parametry fizjologiczne i biochemiczne, ktore scharakteryzowano
w Tabeli 3.4. Analizowane cechy pogrupowano na cztery kategorie fenotypowe: bilans
wodny, fotosynteza, zawarto$¢ osmoprotektantow 1 hormondéw oraz aktywnos¢
antyoksydantow, ze wzgledu na proces biologiczny zwigzany z odpowiedzig jeczmienia

na niedobor wody, ktéry charakteryzuja.
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Parametrami zastosowanymi do opisania bilansu wodnego byty: zawartos¢ (WC)
i utrata wody z liScia (WL), wzgledna zawartos¢ (RWC) i efektywno$¢ wykorzystania
wody (WUE) oraz wyciek elektrolitow (EL), ktory odzwierciedla integralno$¢ bton
komoérkowych. Wydajno$¢ procesu fotosyntezy scharakteryzowano poprzez 22
fizjologiczne wskazniki. Na podstawie przeprowadzonego testu OJIP wyznaczono
parametry szybkiej kinetyki fluorescencji chlorofilu a, bedace miarg aktywnosci
fotosyntetycznej liSci. Obliczono specyficzne przeptywy strumieni energii:
zaabsorbowanej przez czgsteczki chlorofilu (ABo), zatrzymanej (TRo) oraz rozproszonej
z fotosystemu Il (Dlo), a takze wykorzystanej do transportu elektronéw (ETo),
w odniesieniu do centrum reakcji (RC) oraz wzbudzonej powierzchni liscia (CS). Ponadto
wyznaczono wydajno$ci przeptywow energii (@po, Yo, Peo) Oraz zaggszczenie aktywnych
centréow reakcji w odniesieniu do CS (RC/CS). Powyzsze parametry wykorzystane
zostalty do obliczenia wskaznikoéw witalnosci: Plas 1 (1-B)av, opisujacych stan
fizjologiczny roslin na podstawie funkcjonalnych i strukturalnych witasnosci PSII.
Fotochemiczng aktywno$¢ fotosystemu |1, odzwierciedlajacg wrazliwo$¢ na fotoinhibicje
wywolang stresem oksydacyjnym, wyrazono za pomoca sze$ciu parametrow
wyznaczonych na podstawie pomiaru fluorescencji modulowanej. Okreslono wydajnosc¢
przechwytywania energii wzbudzenia przez centra reakcji PSII (Fv’/Fm’), fotochemiczng
wydajnos¢ kwantowa PSII (®psi), wspolczynnik fotochemicznego wygaszania
fluorescencji (gP) oraz komponenty termicznego rozpraszania nadmiaru wzbudzonej
energii $wietlnej w PSII (QE, qT, gl). Sprawno$¢ wymiany gazowej opisano poprzez
intensywno$¢ transpiracji (E) oraz fotosyntezy netto (Pn).

Osobng grupe¢ stanowity cechy zwigzane z zawarto$cig zwigzkéw chemicznych
zaangazowanych ~w  biochemiczng odpowiedZ na niedobér wody. Wsréd
osmoprotektantdéw 1 hormondéw, oznaczono zawarto$¢ proliny, pigciu cukrow (glukozy,
fruktozy, maltozy, sacharozy 1 rafinozy) oraz etylenu. Wydajno$¢ systemu
antyoksydacyjnego wyrazono poprzez analiz¢ aktywnos$ci trzech enzymow (dysmutazy
ponadtlenkowej, katalazy i peroksydazy) oraz szesciu nieenzymatycznych
przeciwutleniaczy nalezacych do tokoferoli i tokotrienoli (witaminy z grupy E), a takze
karotenoidéw. Szczegétowy opis prowadzonych doswiadczen przedstawiono
w monografii metodycznej wydanej w ramach projektu POLAPGEN-BD (Biesaga-
Koscielniak i in., 2014; Hura i in., 2014; Filek i in., 2014).
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Tabela 3.4. Charakterystyka fizjologicznych i biochemicznych parametréw bedacych
przedmiotem analizy QTL

obliczony na podstawie absorbcji energii

Kategoria fenotypowa | Skrot Parametr Jednostka
wC Zawarto$¢ wody w liSciu g H0 : 1
g suchej masy
WL Utrata wody z liScia g H0 . 1
g suchej masy
Bilans wodny RWC Wzgledna zawarto§¢ wody %
WUE Efektywnos¢ wykorzystania wody p|_l|r2n(;) 1_1COZ mmol
EL Wyciek elektrolitow %%
Ilo$¢ energii zaabsorbowanej przez czasteczki
ABS/RC |chlorofilu anten PSII w przeliczeniu na %
centrum reakcji
TRW/RC Tlos¢ energii zatrzymanej w PS.II w %
przeliczeniu na centrum reakcji
ETJ/RC Tlos¢ energii Wykor;ystapej do transportu o
elektronow w przeliczeniu na centrum reakcji
DIo/RC llos¢ energii rozproszonej z PSII" %
W przellczenlu na centrum reakql
RC/CS Liczba aktywnych centrow reakcji %
Ilo$¢ energii zaabsorbowanej przez czasteczki
ABS/CS |chlorofilu anten PSII w przeliczeniu na %
wzbudzong powierzchnig¢ liscia
TRO/CS Tlos¢ energii zatrzymanej w PSII. W e
przeliczeniu na wzbudzong powierzchni¢ liScia
Ilo$¢ energii wykorzystanej do transportu
Fotosynteza ETo/CS |elektrondw w przeliczeniu na wzbudzona %
powierzchnie liScia
llo§¢ energii rozproszonej z PSII
DIo/CS w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnig %
liscia
Maksymalna wydajno$¢ kwantowa
Ppo pierwotnych reakcji fotochemicznych %%
fotosyntezy
Wydajno$¢ przekazania wybitego z centrum
Wo reakcji PSII elektronu na tancuch transportu %%
elektronow
Qeo Wydajno$¢ kwantowa transportu elektronow | %%
Sredni odsetek otwartych centrow reakcji
(1-B)av  |w czasie potrzebnym do zamknigcia %
wszystkich centréw reakc;ji
Plaos Wskaznik wydajno$ci fotochemicznej PSII %
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Tabela 3.4. cd.

Kategoria

Skrét Parametr Jednostka
fenotypowa
s s Wydajno$¢ przechwytywania energii 00
Fo'/Fm wzbudzenia przez centra reakcji PSII /6%
P Wspolczynr_l_lk fotochemicznego wygaszania %%
fluorescencji
Dpgyy Fotochemiczna wydajno$¢ kwantowa PSII %%
E Energetycznie uwarunkowane wygaszanie %
Fotosynteza q fluorescencji
qT Wyg,aszame fluorescencji zalezne od zmian %
stanéw
| Wygaszanie fluorescencji zalezne od %
g fotoinhibicji
Pn Intensywno$¢ fotosyntezy netto pmol CO, m?2 st
E Intensywno$¢ transpiracji mmol H,0 m2 s
Pro Zawartos¢ proliny B g{g .
$wiezej masy
Glu Zawarto$¢ glukozy ng/mg
suchej masy
Fru Zawartos¢ fruktozy gl ug(fﬁég mas
Zawartos¢ ! y
gsmoprotf:ktantow Sach Zawarto$¢ sacharozy pg/mg
i hormonow suchej masy
Raf Zawartos$¢ rafinozy H g/mg_
suchej masy
Mal Zawarto$¢ maltozy pg/mg
suchej masy
Ety Zawartos¢ etylenu nl/g Swiezej masy
SOD Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej U/mg
CAT Aktywnos¢ katalazy U/mg
POX Aktywnos$¢ peroksydazy U/mg
GTt Zawarto$¢ y-tokotrienolu pg/mg
Aktywno$¢ o .
antyoksydantow ATt Zawarto$¢ a-tokotrienolu ug/mg
DTf Zawarto$¢ -tokoferolu ug/mg
GTf Zawarto$¢ y-tokoferolu pg/mg
ATS Zawarto$¢ a-tokoferolu pug/mg
BK Zawarto$¢ -karotenu pug/mg
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3.7.2. Statystyczne opracowanie wynikow

Analizy statystyczne wynikdw obserwacji fenotypowych linii populacji MCam
przeprowadzono w programie Statistica 12 oraz MS Excel 2010. W ramach statystyki
opisowej obliczono $rednie arytmetyczne, minima, maksima, odchylenia standardowe
oraz wspotczynniki zmiennosci (CV). Miedzy $rednimi warto$ciami analizowanych
parametrow wyznaczono wspoétczynnik korelacji liniowej Pearsona (r). Zgodnos¢
rozktadu wartosci poszczegdélnych cech z rozktadem normalnym zweryfikowano za
pomocg testu Shapiro-Wilka (a = 0,00001). Dla pordéwnania istotno$ci roznic
analizowanych parametréw mi¢dzy warunkami optymalnego nawodnienia oraz stresu
suszy zastosowano test t-Studenta (a« = 0,05), poprzedzony testem F dla zweryfikowania
hipotezy o roéwnosci wariancji (« = 0,05). Dla wszystkich cech wyznaczono wskaznik
stresu (ang. stress index — SI), odzwierciedlajacy wrazliwos¢ na niedobor wody, ze
wzoru SI [%] = (S/K) x100%, gdzie ‘S’ jest warto$cig parametru zmierzong PO
zastosowaniu stresu suszy, natomiast ‘K’, w warunkach optymalnego nawodnienia.
Wskazniki stresu zostaly wlaczone do mapowania QTL jako dodatkowe cechy

fenotypowe.

3.7.3.1dentyfikacja QTL dla cech zwiazanych z odpowiedzia na niedobor wody
Wyniki z fenotypowania osobnikéw populacji MCam pod wzgledem
43 parametréw wyznaczonych w warunkach obu reziméw wodnych oraz wartosci
wskaznikow stresu (SI) poddano analizie z wykorzystaniem programu MapQTL 5 (Van
Ooijen, 2004). Pierwszym etapem identyfikacji QTL bylo zastosowanie mapowania
interwatowego (ang. interval mapping — IM), polegajacego na ustaleniu sprzezenia
mig¢dzy locus cechy ilosciowej i flankujgcymi je markerami na mapie genetycznej
poprzez ocen¢ maksymalnej wiarygodnosci. Prawdopodobienstwo wystepowania QTL
w okreslonym przedziale mapowym weryfikowane bylo na podstawie analizy krzywej
warto$ci LOD wykreslanej wzdtuz wszystkich grup sprzgzen. QTL byty identyfikowane
w obszarach mapy genetycznej, gdzie maksima krzywej LOD przewyzszaly warto$¢
krytyczng, ktdrg wyznaczono dla wszystkich cech w tescie 1000 permutacji. Wahata si¢
ona w granicach 2,8-3,5 na przyjetym poziomie istotnosci a = 0,05. W drugim etapie
analizy, dla cech w przypadku ktérych zidentyfikowano co najmniej jeden QTL
zastosowano mapowanie MQM (ang. multiple QTL-model). Celem metody MQM byto
wykluczenie silnych, lecz niestabilnych QTL (ang. ghost QTL) oraz redukcja mozliwosci

zafalszowania wynikOw mapowania wynikajacej z wplywu innych, sprz¢zonych jak
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1 niesprzezonych loci cech ilosciowych. W analizie tej, identyfikacja QTL wykonywana
byta z wykorzystaniem kofaktorow, czyli markerow zmapowanych w poblizu maksimum
krzywej LOD w rejonach zlokalizowanych QTL. Metoda MQM pozwolita na wykrycie
dodatkowych loci cech ilosciowych, ktorych obecno$¢ mogla zosta¢ zamaskowana przez
zidentyfikowane w ramach mapowania interwatowego silne QTL, okreslajace duzg czesé
zmienno$ci analizowanych cech.

Zidentyfikowane QTL charakteryzowano, wykorzystujgc nast¢pujgce parametry:
pozycje markera znajdujacego si¢ najblizej maksimum krzywej LOD, przedziat ufnosci
QTL wytyczony przez miejsca przecigcia krzywej LOD z linig wyznaczajacg warto$¢
krytyczng, wspotczynnik determinacji (R?), wyrazajacy procentows cze$é zmiennosci
cechy pozostajaca pod kontrolg zidentyfikowanego QTL oraz efekt addytywny allelu
pochodzacego od matecznej linii rodzicielskiej (a), okreslajacy jego wplyw na
wyksztatcenie cechy w analizowanej populacji. Efekt addytywny wyrazony byt
w jednostkach pomiaru badanego parametru i w zaleznosci od znaku (‘+’ lub ‘-’)
wskazywat, o ile allel odmiany ‘Maresi’ podwyzsza lub obniza warto$¢ cechy. Loci cech
ilosciowych, ktérych przedzialy ufnosci czesciowo lub catkowicie si¢ pokrywaty,
przedstawiane byly na mapie genetycznej pod postacig jednego regionu definiowanego
jako tzw. hotspot. Finalnie, przeprowadzono analize kolokalizacji zmapowanych
funkcjonalnych genow kandydackich z rejonami dla zidentyfikowanych loci cech

ilosciowych.

3.8. Adnotacja funkcjonalna pozycyjnych genéw kandydackich

Celem adnotacji funkcjonalnej byto okreslenie oraz biologiczna interpretacja
prawdopodobnej funkcji, jaka petnia produkty biatkowe pozycyjnych genow
kandydackich zidentyfikowanych we fragmentach fizycznej mapy genomu jeczmienia,
odpowiadajgcych regionom dla zmapowanych QTL.

Integracje mapy genetycznej i fizycznej przeprowadzono na podstawie pozycji
W genomie jeczmienia markeréw definiujacych poczatek i koniec przedzialow ufnosci
QTL. W tym celu ich sekwencje nukleotydowe zmapowano w genomie przy uzyciu
algorytmu BLAST, a geny zidentyfikowane w obrebie fizycznych interwalow QTL
pozyskano, wykorzystujac narzgdzie BioMart w bazie danych Ensembl Plants.
Wyodrebnione zestawy genow ze wszystkich zidentyfikowanych regionow QTL
pogrupowano pod wzgledem czterech analizowanych kategorii fenotypowych: bilans

wodny, fotosynteza, zawartos¢ osmoprotektantow 1 hormonow oraz aktywnosc
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antyoksydantow, a takze trzech wariantoéw doswiadczenia: susza, kontrola oraz wskaznik
stresu (SI). Zastosowane podejscie opieralo si¢ na zalozeniu, ze wsrod gendw
zidentyfikowanych w przedziatach ufnosci QTL dla cech charakteryzujacych
poszczegodlne kategorie fenotypowe, istniejg loci zaangazowane w przebieg proceséw
biologicznych charakterystycznych dla tych kategorii. W celu weryfikacji istnienia
procesow  biologicznych  (ang. biological processes — BP) statystycznie
nadreprezentowanych w analizowanych grupach genow w stosunku do czestosci ich
wystepowania w genomie jeczmienia 0Oraz wytypowania genow o najwickszym
prawdopodobienstwie ich potencjalnego zaangazowania w wyksztalcenie analizowanych
cech, przeprowadzono bioinformatyczng analize wzbogacenia terminéw Ontologii
Genow (ang. Gene Ontology enrichment) wykorzystujac zasoby bazy Plaza Monocots
w wersji 3.0 (http://bioinformatics. psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/).
Istotno$¢ kazdego analizowanego terminu GO dla poszczegoélnych grup gendéw testowano
metoda Bonferroniego, przy zatozeniu rozktadu hipergeometrycznego na poziomie
istotnosci 0=0,05. Szczegdlng uwage poswigcono tym genom, ktére zidentyfikowano
w przedziatach ufnos$ci dla cech w warunkach stresu suszy oraz wskaznikow stresu (Sl).
Baza Plaza Monocots wykorzystana zostala réwniez do identyfikacji ortologow
analizowanych genow jeczmiennych w genomie Arabidopsis thaliana, ze wzgledu na

wiekszy zasob informacji na temat funkcji gendw dostepny dla tego gatunku.
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4. Wyniki
4.1. Markery molekularne

4.1.1. Analiza jakosci oraz poziomu polimorfizmu markerow SSR i SNP wsrod
genotypow rodzicielskich populacji mapujacych

4.1.1.1. Markery SSR

W celu opracowania zestawu markerow SSR do mapowania genetycznego
wybrano 276 par starteroOw flankujacych loci mikrosatelitarne z aktualnie dostgpnych map
genetycznych jeczmienia. Dla 243 par starterow (88%) opracowano warunki amplifikacji
metoda PCR uzyskujac 254 markery SSR, poniewaz osiem z nich flankowato wigcej niz
jeden locus mikrosatelitarny. Produkty PCR dla 244 markeréw SSR zakwalifikowano
jako dobrej jakosci, natomiast pozostate 10 loci SSR ulegalo stabej amplifikacji, co nie
pozwalato na ich ewentualne wykorzystanie w genotypowaniu populacji mapujacych.
Dla 15 markeréw uzyskano skomplikowany wzor prazkowy w postaci wielu produktéw
PCR. W 13 loci mikrosatelitarnych zidentyfikowano dla niektérych genotypow
rodzicielskich allele typu null, bedace wynikiem braku amplifikacji spowodowanej
najprawdopodobniej mutacja w miejscu przytaczania ktdrego$ ze starteréw. Szczegdlowe
zestawienie informacji o jako$ci produktow amplifikacji, sekwencjach starterow oraz
programach amplifikacji PCR dla kazdego z analizowanych markeréw SSR zestawiono
w Aneksach 2. 1 3.

Wsrod markerow, dla ktorych opracowano warunki amplifikacji przeprowadzono
analize polimorfizmu, poréwnujac miedzy sobg formy rodzicielskie populacji
mapujacych. Stwierdzono, ze 47,1% markeréw SSR rdéznicuje miedzy sobg genotypy
rodzicielskie obydwu populacji mapujacych (Tabela 4.1.). Najwigcej polimorficznych
markerow (>20) zlokalizowano w chromosomach 3H i 7H dla obu populacji oraz
w chromosomie 5H dla populacji MCam, natomiast najmniej (<10) w chromosomie 1H
dla obu populacji oraz chromosomie 6H dla populacji MCam (Tabela 4.2.).

Tabela 4.1. Poziom polimorfizmu markerow SSR migdzy badanymi genotypami
jeczmienia

Poréwnywane genotypy

Liczba loci
analizowanych

Liczba loci
polimorficznych

Poziom
polimorfizmu [%6]

‘Maresi’ i Cam/B1/ClI

244

115

47,1

‘Georgie’ i ‘Harmal’

244

115

47,1
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Tabela 4.2. Liczba markeréw SSR roznicujacych genotypy rodzicielskie populacji
mapujacych zidentyfikowanych dla poszczegdlnych chromosoméw jeczmienia

Chromosom Liczba polimorficznych markeréw SSR
‘Maresi’ i Cam/B1/ClI ‘Georgie’ i ‘Harmal’

1H 9 7

2H 14 19

3H 25 25

4H 16 12

5H 23 12

6H 6 16

7H 22 24
Razem 115 115

4.1.1.2. Markery SNP

Jako$¢ oraz poziom polimorfizmu markerow SNP okreslone zostaty
indywidualnie dla obydwu analizowanych populacji mapujacych na podstawie wynikow
z platformy GoldenGate firmy Illumina. Dla populacji MCam dobre jakosciowo wyniki
uzyskano dla 1441 markerow SNP (93,8%), natomiast w przypadku populacji GH dla
1392 loci (90,6%). Stwierdzono, ze poziom polimorfizmu markeréw SNP byl nizszy od
tego okreslonego dla markeréow SSR i wynosit 36,9% oraz 37,6%, odpowiednio, dla
populacji mapujacej MCam i1 GH (Tabela 4.3.). Dla populacji LCam wykazano
polimorfizm na zbliZzonym poziomie 30,1% (Mikolajczak, 2015). Najwigcej
polimorficznych markeréw SNP (>100) zlokalizowano w chromosomie 3H dla obu
populacji oraz chromosomie 5H dla populacji MCam, a najmniej (<40) w chromosomie
1H dla populacji GH oraz chromosomie 7H dla populacji MCam (Tabela 4.4.).

Tabela 4.3. Poziom polimorfizmu markeréw SNP migdzy badanymi genotypami
jeczmienia

Poréwnywane Liczba loci Liczba loci Poziom

genotypy analizowanych polimorficznych polimorfizmu [%0]
‘Maresi’ i Cam/B1/Cl 1441 533 36,9

‘Georgie’ i ‘Harmal’ 1392 523 37,6
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Tabela 4.4. Liczba markeréw SNP rdznicujacych genotypy rodzicielskie populacji
mapujacych zidentyfikowanych dla poszczegdlnych chromosoméw jeczmienia

Chromosom Liczba polimorficznych markerow SNP
‘Maresi’ i Cam/B1/ClI ‘Georgie’ i ‘Harmal’

1H 46 31
2H 86 96
3H 113 112
4H 67 48
5H 115 83
6H 66 78
7H 38 75
Nieznana lokalizacja 2 -
Razem 533 523

4.1.2. Wybo6r markerow i linii RIL do tworzenia map genetycznych

W wyniku analizy segregacji alleli polimorficznych marker6w SSR w populacji
MCam, dla dwoch loci z dystalnego odcinka dlugiego ramienia chromosomu 7H,
stwierdzono w wielu liniach RIL obecno$¢ nowego allelu, innego niz te obecne
u genotypow rodzicielskich ‘Maresi’ i Cam/B1/Cl. Z uwagi na wysoki odsetek nowego
allelu w segregujacej populacji (27% i 33%), loci te nie zostaty uwzglednione podczas
analizy sprzezen i tworzenia mapy genetycznej. Z dalszych analiz wykluczone zostaty
rowniez trzy linie RIL. Linia nr 116 zostata usuni¢ta z uwagi na wysoki udziat (20%)
alleli innych niz rodzicielskie, natomiast linie nr 96 1 99 wykluczono ze wzgledu na
wysoka, odpowiednio 27% i 33%, heterozygotycznos¢. W przypadku markeréw SNP,
z dalszych analiz usuni¢to osiem loci, dla ktérych stwierdzono wysoki odsetek
heterozygot w populacji (23-66%). Dodatkowo, wykluczono dwa markery SNP
0 nieznanej chromosomowej lokalizacji, z uwagi na brak mozliwosci weryfikacji ich
potencjalnej pozycji na stworzonej mapie genetycznej.

W wyniku analizy segregacji alleli polimorficznych markeréw w populacji GH,
do dalszych badan wykorzystano wszystkie markery SSR. Wykluczone zostaty dwa
markery SNP, dla ktorych nie okre§lono genotypu dla, odpowiednio, 18% i 34% linii
RIL. Z dalszych analiz wykluczonych zostato rowniez sze$¢ linii RIL. Linie nr 27, 59
i 114 usunieto ze wzglgdu na wysoki (18-30%) udzial heterozygot, natomiast linie nr 16,

24 1 58 wykluczono ze wzgledu na brak genotypu dla 20-30% markerow SNP.
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Procentowy udziat heterozygot wérod wszystkich alleli markeréw SSR i SNP pozostatych
w analizie wynosit 1,2 oraz 1,8, odpowiednio, dla populacji MCam i GH, co stanowi
wynik nieznacznie przekraczajacy teoretyczng wartos¢ dla 6smego pokolenia populacji

RIL (0,75%).

4.2. Konstruowanie map genetycznych

4.2.1.Charakterystyka szkieletowych map genetycznych skonstruowanych
w oparciu o markery SSR

Dla populacji mapujacej MCam, otrzymano map¢ genetyczng ztozong z 21 grup
sprzezen, zawierajacych od 2 do 10 loci SSR (Rysunek 4.3 a). Poszczegdlne grupy zostaty
wydzielone na podstawie relatywnie wysokiej warto$ci wspotczynnika LOD w zakresie
6-8, przy czym zdecydowana wigkszo$¢ grup sprzezonych markerow (17) zostata
wyodregbniona dla LOD réwnego 8. Przy nizszych warto$ciach wspotczynnika, markery
z r6znych chromosomoéow byty kwalifikowane do tej samej grupy sprzezen. Ogodtem
zmapowano 89 markeréw SSR, co stanowi 77% polimorficznych loci dla tej populacji
mapujacej. Siedemnascie markerow nie zostato zakwalifikowanych do zadnej grupy
sprzezen. Laczna dlugo$¢ wyodrebnionych grup sprzezonych markeréw wynosita 248,2
cM, ze $rednig odlegtosciag miedzy loci réwng 2,8 cM. Chromosomy 2H, 3H i 4H zostaty
rozbite na trzy osobne grupy sprzezen, natomiast chromosomy 5SH i 7H na pigé
fragmentow. Pomiedzy poszczegdlnymi grupami sprzgzen stwierdzono rejony
niepokryte markerami. W przypadku chromosoméw 1H i 6H zmapowano jedynie ich
rejony okotocentromerowe. Potwierdzona zostata zgodno$¢ kolejno$ci utozenia loci SSR
w poszczegolnych grupach sprzezen z mapami referencyjnymi jeczmienia. Wyjatek
stanowity rejony okotocentromerowe, gdzie ze wzgledu na duze zageszczenie loci uktad
markeréw odbiegat nieznacznie od stwierdzonego dla innych map jeczmienia.

W populacji GH otrzymano 22 grupy sprzezen markerow SSR, zawierajace od 2
do 16 loci (Rysunek 4.3 b). Ogoétem zmapowano 68% markeréw SSR polimorficznych
dla tej populacji. £aczna dlugos$¢ grup sprzezen wynosita 244,8 cM, a Srednia odlegtos¢
migdzy markerami 2,9 cM. Szesnascie markerow nie zostalo zakwalifikowanych do
zadnej z grup sprzezen, natomiast pozostate loci pogrupowano wedlug warto$ci
wspotczynnika LOD w zakresie 3-9. Chromosomy 2H i 3H zostaly podzielone na trzy
grupy sprzezen, SH na dwie grupy sprzgzen, a chromosomy 6H 1 7H zostaty rozbite na
odpowiednio, cztery i pie¢ grup sprzgzen. W przypadku chromosomoéw 1H i1 4H, dla

ktérych wyrézniono po dwie grupy sprz¢zen, zmapowano jedynie ich rejony
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okolocentromerowe. Pomigdzy poszczegdlnymi grupami sprze¢zen, tak jak w przypadku
mapy stworzonej dla populacji MCam, stwierdzono odcinki chromosomdéw niepokryte
markerami. W wyniku pordwnania uzyskanej w niniejszej pracy mapy dla populacji GH
z mapami referencyjnymi, odnotowano nieznacznie zmieniong kolejnos¢ utozenia
markerow jedynie w rejonach okotocentromerowych.

Otrzymane mapy markeréw SSR, posiadajace w populacji MCam i GH,
odpowiednio, az 21 1 22 grup sprzezen, pokrywaly jedynie okolo 25% genomu
w poréwnaniu do innych map genetycznych jeczmienia (Ramsay i in., 2000; Varshney
I in., 2007). Poniewaz wyroznione grupy sprzezen charakteryzujg si¢ uktadem markerow
zgodnym z porownywanymi mapami referencyjnymi, w kolejnym etapie badan postuzyty
one jako szkielet, ktory wysycono markerami SNP w celu stworzenia map w pelni

pokrywajacych genom jgczmienia.

4.2.2. Charakterystyka map genetycznych wysyconych markerami SNP

Dla populacji mapujacej MCam otrzymano mape genetyczng ztozong z 15 grup
sprzgzen, zawierajacych od 4 do 108 markerow kazda (Rysunek 4.4., Tabela 4.6.).
Chromosomy 2H, 3H, 4H oraz 6H zmapowano jako pojedyncze grupy sprzezen,
chromosom 5H zostat rozdzielony na 3 grupy, natomiast chromosomy 1H i 7H na cztery
grupy sprzezen. Przy wyodrgbnianiu grup sprzezonych markeréw zastosowano LOD
z zakresu 3-5. Ogdétem zmapowano 548 markeréw, w tym 100 SSR, co stanowi 86,2%
polimorficznych loci zidentyfikowanych dla tej populacji. Pozostate 83 markery nie
zostaly zakwalifikowane do Zadnej z grup sprz¢zen badz zostaly wykluczone, poniewaz
znacznie zaburzaty uktad sgsiadujgcych z nimi loci. Laczna dlugo$é wytonionych grup
sprzgzen wynosita 873,92 c¢M, a $rednia odleglos¢ miedzy loci w grupach to 1,6 cM.
Najdluzsza grupa sprzezen odpowiadata chromosomowi 2H (161,75 cM), a najkrotsza to
fragment chromosomu 7H, grupujacy 5 markeréw zlokalizowanych w tej samej pozycji.
Kolejno$¢ utozenia loci w grupach sprzezen, podobnie jak w przypadku mapy
szkieletowe] opartej na markerach SSR, jest zgodna z innymi mapami jgczmienia.
Wyjatek stanowily rejony okotocentromerowe oraz fragment dilugiego ramienia
chromosomu 6H. Skonstruowana mapa genetyczna charakteryzowata si¢ dobrym
pokryciem markerami. Na podstawie poroéwnania z mapami referencyjnymi
niezmapowane rejony genomu zidentyfikowano jedynie w obu ramionach chromosomu

1H oraz we fragmentach dtugich ramion chromosomoéw 3H, 6H 1 7H.
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Rysunek 4.3. Grupy sprzezen markeréw SSR uzyskane dla populacji @) MCam oraz

b) GH.
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Tabela 4.6. Cechy mapy genetycznej markerow SSR i SNP dla populacji MCam

Laczna Srednia
Liczba Wartos$é Liczba dhugosé odleglosé
Chromosom grup wspoélczynnika | zmapowanych grup miedzy
sprzezen LOD markeréw sprzezen | markerami
[cM] [cM]
1H 4 4-5 50 104,71 2,1
2H 1 3 82 161,75 2,0
3H 1 3 108 109,79 1,0
4H 1 4 71 109,05 1,5
5H 3 5 128 158,36 1,2
6H 1 5 56 77,82 1,4
7H 4 4-5 53 152,44 2,9
Razem 15 3-5 548 873,92 1,6

Dla populacji mapujacej GH wyodrgbniono 25 grup sprzezen zawierajacych od
3 do 91 markeréw kazda (Rysunek 4.4., Tabela 4.7.). Pig¢ grup, ktore stanowily
fragmenty chromosoméw 1H i 2H wyloniono na podstawie wspotczynnika LOD
w zakresie 3-5. Zdecydowana wigkszo$¢ grup sprzezonych markerow (20), ktore
odpowiadaty fragmentom pozostatych chromosoméw, zostalta wyodrebniona na
podstawie wysokiej wartosci LOD, w zakresie 9-14. Wybor tak wysokich wartosci
wspotczynnika podyktowany byl trudnoscig w ustaleniu prawidlowej kolejnosci
markeréw w obrebie wigkszych grup sprz¢zen. Chromosom 6H zostat zmapowany jako
pojedynczy fragment, pozostate chromosomy zostaty rozbite na 2-6 indywidualnych
grup. Zmapowanych zostalo 562 markerow, w tym 98 SSR, co stanowi 88,4%
polimorficznych loci zidentyfikowanych dla tej populacji. taczna dlugose
wyodrgbnionych grup sprzezen wynosita 787,80 cM ze srednig odlegloscia migdzy
sgsiadujagcymi markerami réwna 1,4 cM. Najdluzsza grupa sprz¢zen odpowiadala
chromosomowi 6H (120,75 cM), natomiast najkréotsza to fragment chromosomu 4H
(3,43 cM). Kolejnos¢ utozenia loci w poszczegodlnych grupach sprzezen byta zgodna
z mapami referencyjnymi, za wyjatkiem rejonéw w poblizu centromerdéw. Stworzona
mapa genetyczna charakteryzowata si¢ dobrym pokryciem. Wyjatek stanowity
chromosom 1H, gdzie zmapowano jedynie dlugie ramig, a krotkie reprezentowane byto
przez niewielka grupe sprzezen ztozong z trzech markerow oraz chromosom 4H, gdzie
nie zmapowano rejonu okotocentromerowego, ze wzglgdu na eliminacje alleli jednego

z rodzicow.
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Tabela 4.7. Cechy mapy genetycznej markerow SSR i SNP dla populacji GH

Laczna Srednia
Liczba Wartos$é Liczba dhugosé odleglosé
Chromosom grup wspoélczynnika | zmapowanych grup Mmiedzy
sprzezen LOD markerow sprzezen | markerami
[cM] [cM]
1H 2 3-4 31 53,02 1,7
2H 3 4-5 107 118,60 1,1
3H 4 10 127 164,46 1,3
4H 6 10-14 38 52,02 1,4
5H 5 11 89 132,94 1,5
6H 1 9 77 120,75 1,6
7H 4 10 93 146,01 1,6
Razem 25 3-14 562 787,80 1,4

4.2.3. Analiza segregacji alleli polimorficznych markerow SSR i SNP wsréd linii
populacji mapujacych

Dla kazdego z polimorficznych loci SSR i SNP, ktoére zakwalifikowano do
dalszych analiz (636 markerow w kazdej z populacji mapujacych), wyliczono
rozszczepienia i odchylenie od prawidtowej segregaciji alleli testem y2. Stwierdzono, ze
42,9% markeré6w SSR 1 SNP w populacji MCam oraz 36,6% markeréw w populacji GH
wykazywato istotne statystycznie odchylenia od przewidywanej segregacji alleli 1:1.
Stosunkowo wysoki poziom odchylenia markerow od przyjetego wzoru segregacji
(61,7%) wykazano dla populacji LCam (Mikotajczak, 2015). Zdecydowana wigkszo$¢
markerow prezentujacych w populacjach mapujacych istotne statystycznie odchylenie od
przewidywanej segregacji, wykazywata nadmiar allelu odmiany europejskiej.
W populacji MCam, 76,2% loci o zaburzonym wzorze segregacji wykazywalo przewage
allelu odmiany ‘Maresi’, natomiast w populacji GH, 79,8% markeroéw prezentowato
nadmiar allelu odmiany ‘Georgie’. Markery o nieprawidlowej segregacji
zidentyfikowano we wszystkich siedmiu chromosomach (Tabela 4.5.). W populacji
MCam najwiecej markerow 0 zaburzonej segregacji zlokalizowano w chromosomach 1H,
5H i 7H (>50%), natomiast najmniej w chromosomie 4H (12,2%). W populacji GH
najwiecej loci o nieprawidlowej segregacji zlokalizowano w chromosomach 2H i 4H

(>50%), a najmniej w chromosomie 7H (20,4%).
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Tabela 4.5. Wyniki analizy %2 dla markeréw SSR i SNP w populacjach MCam i GH

Markery SSR i SNP
0 zaburzonym wzorze Nadmiar allelu z odmiany
Chromosom segregacji [%6]

MCam GH MCam GH
1H 67,3 34,2 M H
2H 32,0 69,6 M G
3H 45,2 24,1 M G
4H 12,2 53,3 MiC G
5H 54,4 34,7 MiC GiH
6H 42,9 23,7 M GiH
7H 50,0 20,4 MiC GiH

0=0,05; M — ‘Maresi’, C — Cam/B1/Cl, G — ‘Georgie’, H — ‘Harmal’; Kolumna ‘Nadmiar allelu z odmiany’ informuje o tym, ktory
z alleli rodzicielskich przewaza wéréd markerdéw o istotnym statystycznie odchyleniu od prawidtowej segregacji

4.2.4.1dentyfikacja oraz charakterystyka regionéw SDR

Markery o istotnym statystycznie odchyleniu od przewidywanej segregacji 1:1
zostaly zidentyfikowane we wszystkich siedmiu chromosomach w obu analizowanych
populacjach mapujacych. Dodatkowo, markery o zaburzonym wzorze segregacji na
korzy$¢ jednego z genotypoéw rodzicielskich miaty tendencj¢ do wystgpowania
w grupach, wyraznie oddzielonych od sgsiadujacych rejonow, w ktorych segregacja alleli
byta prawidlowa badz zaburzona na korzys¢ allelu drugiego rodzica. Zaobserwowano, ze
w przypadku wigkszosci chromosoméw, tego typu regiony zostaly rozdzielone na
mapach genetycznych na osobne grupy sprzezen (Rysunek 4.4.). Ogoétem, dla markerow
prezentujacych istotne statystycznie odchylenie od prawidlowej segregacji 1:1
zidentyfikowano w populacjach MCam i GH odpowiednio, 13 i 17 regionéw SDR (ang.
segregation distortion region). Zakwalifikowano do nich wigkszo$¢ markerow
0 zaburzonym wzorze segregacji, mianowicie 93,9% w populacji MCam oraz 89,3%
w populacji GH (Tabela 4.8.). Regiony SDR w obydwu populacjach mapujacych
stanowity ok. 30% caltkowitej dtugos$ci mapy genetycznej. W populacji MCam najdluzsze
regiony SDR zidentyfikowano w chromosomach 1H, 3H 1 5H, ktore charakteryzowaty
si¢ najwigkszg liczbg markeréw o nieprawidtowym wzorze segregacji. W populacji GH
najdluzsze regiony tego typu wyrdézniono w chromosomach 2H oraz 3H. Stwierdzono,
ze wyroznione regiony SDR obejmowaty okoto potowe regionéw okotocentromerowych

na mapach genetycznych dla populacji MCam i1 GH. Po poréwnaniu potozenia
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wyroznionych regiondow SDR na analizowanych mapach genetycznych stwierdzono, ze
10 z nich byto wspolnych dla obu analizowanych populacji mapujacych. Wspodlne
regiony SDR stanowity odpowiednio 77 i 59% ogoélnej liczby zidentyfikowanych SDR
w populacjach MCam i GH.

Tabela 4.8. Charakterystyka regiondéw SDR w populacjach MCam i GH

YR
. % markerow 6 jaki .
) Liczba L, stanowig
Liczba , 0 zaburzonym Dlugosé .

., markerow .. e regiony SDR

chr regionow w regionach Wzorze segregacji regionow W stosunku

' SDR zakwalifikowanych | SDR [cM] L.

SDR ., do diugosci

do regionow SDR

chromosomu
MC | GH MC GH MC GH MC GH MC GH
1H 1 1 33 11 94,3 100 65,9 11,2 62,9 21,2
2H 2 4 25 75 92,6 100 42,2 63,5 26,1 53,6
3H 2 3 40 29 100 90,6 58,1 54,2 52,9 32,9
4H 1 4 4 12 44 4 92,3 11 18,6 0,9 35,7
5H 3 2 70 29 97,2 87,9 70,2 17,5 44,3 13,2
6H 2 2 20 8 100 57,1 13,0 6,4 16,7 5,3
7H 2 1 24 12 88,9 63,1 38,4 25,8 25,2 17,6
Razem 13 17 216 176 93,9 89,3 288,8 | 220,5 | 33,0 27,9

MC - populacja MCam; GH — populacja GH

4.3. Strategia identyfikacji i mapowania funkcjonalnych genéw kandydackich

4.3.1. Analiza polimorfizmow zidentyfikowanych w sekwencjach CG

Ogoétem przeanalizowano wyniki dwukierunkowego sekwencjonowania
amplikonow dla 94 fragmentow pochodzacych z 56 funkcjonalnych genow
kandydackich, zwigzanych z odpowiedzig na stres niedoboru wody (Tabela 3.2.; Tabela
3.3.; Aneks 4. Tabela 10.8.) o tacznej dtugosci 91,21 kpz, wérdd odmian rodzicielskich
populacji mapujacych (Tabela 4.10.). Polimorfizmy zidentyfikowano w sekwencjach
45 (80%) gendéw kandydackich, wybranych na podstawie danych literaturowych (13
genow) oraz z wynikow réznicowej analizy transkryptoméw odmian ‘Maresi’
I Cam/B1/Cl (32 geny). Lacznie zidentyfikowano 313 zmian sekwencji, z czego 295
(94%) stanowity polimorfizmy typu SNP, a 18 (6%) polimorfizmy typu INDEL. Wsrod
zmian o charakterze SNP wigkszos¢ (186; 63%) stanowily tranzycje, natomiast 109
(37%) stanowily transwersje. Wsrod zmian typu INDEL zidentyfikowano 10 delecji
o dhugosci od 1 do 36 nukleotydow oraz 8 insercji o dlugosci od 1 do 12 nukleotydow.
W wyniku analizy uktadu polimorficznych alleli w poszczegolnych genach kandydackich
miedzy czterema genotypami rodzicielskimi populacji mapujacych wyrdézniono 105

haplotypow, w liczbie od 2 do 4 na gen (Aneks 4. Tabela 10.9.).
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Tabela 4.10. Charakterystyka polimorfizméw  sekwencji  zidentyfikowanych
w analizowanych fragmentach genow kandydackich zwigzanych z tolerancja na stres
niedoboru wody

Analizowane geny Zidentyfikowane polimorfizmy
Liczba | Laczna liczba Laczna dlugosé Liczba Czestotliwosé™ | Gestos§é**
genow | przeanalizowanych | przeanalizowanych | zmian zmian zmian
fragmentow fragmentow [kpz] | sekwencji | sekwencji na sekwencji
1kpz 1/kpz
56 94 91,21 313 3,43 1/0,29

*Czestotliwos¢ zmian sekwencji okreslona jako ich liczba w przeliczeniu na 1 kpz
**Gesto$¢ zmian sekwencji okre$lona jako dugo$¢ fragmentow gendow w kpz, w ktorych wystapita 1 zmiana

Odmiang, w ktorej najczegsciej wykrywano odmienny allel byt ‘Harmal’ (167
zmian sekwencji), natomiast odmiang, w ktérej najrzadziej wykrywano allel inny niz
w pozostatych genotypow byla ‘Maresi’ (48 zmian sekwencji). Wsréd pozostatych
odmian zidentyfikowano 63 polimorfizmy w ‘Georgie’ oraz 73 w linii Cam/B1/C1.
Poréwnujac migdzy sobg genotypy stanowigce formy rodzicielskie populacji mapujacych
RIL stwierdzono, ze najwiecej polimorfizméw sekwencji (232) w 27 genach wystapito
miedzy odmianami ‘Georgie’ i ‘Harmal’, natomiast prawie dwa razy mniej (121),
w 18 genach miedzy odmiang ‘Maresi’ i linig Cam/B1/CL

W celu pozycjonowania polimorficznych gendéw kandydackich na
skonstruowanej mapie genetycznej opracowano metody ich genotypowania
w populacjach mapujacych. Dla najwickszej liczby gendw (26) opracowano technike
CAPS. Namniej genéw (6) zgenotypowano w populacjach mapujacych
z wykorzystaniem techniki STS, a dla pozostatych 13 zastosowano technike dCAPS.
Opracowane protokoly  genotypowania  wszystkich  polimorficznych — genow
w populacjach MCam i GH zestawiono w Aneksie 5. W populacji, ktorej formami
rodzicielskimi byly odmiany ‘Georgie’ i ‘Harmal’ przeanalizowano segregacje alleli dla
27 polimorficznych gendw, natomiast w populacji wyprowadzonej z krzyzowki odmiany

‘Maresi’ i linit Cam/B1/Cl przeanalizowano polimorfizmy w sekwencjach 18 loci.

4.3.2.Lokalizowanie  polimorficznych CG na  mapach  genetycznych
skonstruowanych dla populacji mapujacych MCam i GH

W ramach niniejszej pracy doktorskiej zidentyfikowano 45 polimorficznych
genoéw kandydackich, dla ktorych opracowano markery oraz przeprowadzono
genotypowanie w badanych populacjach mapujacych. Do grupy tej wiaczono 24 geny,

ktére przeanalizowano pod wzglgdem polimorfizmu we wczesniejszych badaniach
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prowadzonych w Katedrze Genetyki US. Ogoétem, w obu badanych populacjach
mapujacych przesledzono segregacje alleli 69 polimorficznych funkcjonalnych genow
kandydackich. Do lokalizowania na mapie genetycznej skonstruowanej dla populacji GH
wlaczono 42 geny kandydackie, a dla populacji MCam grupe 27 gendéw. Dwadziescia
pie¢ mapowanych genéw pochodzilo z danych literaturowych, natomiast pozostate 44
z eksperymentu mikromacierzowego.

Po przeprowadzeniu analizy segregacji alleli genow kandydackich za pomoca
testu y° stwierdzono, ze 44,4% genéw w populacji MCam oraz 40,5% genéw w populacji
GH wykazywato istotne statystycznie odchylenia od przewidywanej segregacji alleli 1:1.
Otrzymany wynik jest pordéwnywalny z uzyskanym dla segregacji alleli polimorficznych
markerow SSR i SNP (42,9% w populacji MCam oraz 36,6% w populacji GH). Podobnie
jak w przypadku markerow, wickszo$¢ analizowanych genoéw (79%) prezentujacych
w populacjach mapujacych istotne statystycznie odchylenie od wzoru segregacji 1:1,
wykazywata nadmiar allelu odmiany europejskiej.

W wynku analizy sprz¢zen gendéw oraz markeré6w SSR i SNP, na mapach
genetycznych MCam i GH umieszczono 67 gendéw (97%). Na mapie genetycznej
stworzonej dla populacji MCam zmapowano 26 genow kandydackich. Najwigcej gendw
zlokalizowanych zostalo w chromosomie 4H — 8. Po 6 gendéw przypisano do
chromosomoéw 2H i SH. W chromosomach 1H oraz 3H zmapowane zostaty po 2 geny,
natomiast w chromosomach 6H i 7H po jednym. Z kolei na mapie genetycznej
skonstruowanej dla populacji GH zmapowano 41 gendéw kandydackich. Geny
kandydackie zostaty zlokalizowane we wszystkich siedmiu chromosomach. Najwigce]
genoéw zmapowano w chromosomie 7H (13). Do chromosomu 6H przypisano 7 genow,
natomiast do chromosomu 2H — 6. Po 5 genow zlokalizowano w chromosomach 3H i 5H.

Najmniej gendw zmapowano w chromosomach 4H — 3 geny oraz 1H — 2.

4.4. Charakterystyka wysokorozdzielczej, konsensusowej mapy funkcjonalnej ze
zmapowanymi CG zwigzanymi z tolerancja jeczmienia na stres niedoboru
wody

Wysycenie szkieletowych map markeréw SSR skonstruowanych dla populacji
MCam i GH markerami typu SNP, znaczaco zwigkszylo stopien pokrycia genomu,
aczkolwiek w dalszym ciggu obserwowana byla duza liczba grup sprzezen
wyodrebnionych dla obu populacji (15 dla populacji MCam 1 25 dla GH). Ponadto,

skonstruowane mapy charakteryzowaty si¢ wystgpowaniem odcinkéw chromosomow,
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w ktorych nie zmapowano zadnego markera. W celu uzyskania petnego pokrycia genomu
jeczmienia oraz zredukowania liczby grup sprzezonych markeréow skonstruowano mape
konsensusowa, poprzez potaczenie ze sobg map indywidualnych. Zintegrowano dwie
mapy genetyczne stworzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej dla populacji MCam
oraz GH, zawierajace markery SSR, SNP i zmapowane funkcjonalne geny kandydackie,
oraz mape genetyczng oparta o markery SNP, skonstruowang dla populacji LCam w IGR
PAN w Poznaniu. Mape genetyczng dla populacji LCam, ktéra w pierwotnej wersji
sktadata si¢ z 30 grup sprzezen, zmodyfikowano na potrzeby integracji, rozbijajac
niektore grupy sprzezen na mniejsze, €O finalnie stworzyto 38 grup sprzezonych
markerdéw. Zabieg ten podyktowany byt problemami w ustaleniu poprawnej kolejnosci
utozenia marker6w na mapie konsensusowe;.

Ogodtem, do mapowania zakwalifikowano 1085 polimorficznych markerow (w co
najmniej jednej populacji mapujacej), z czego 922 stanowitly markery SNP, a 163
markery SSR. Konstruujac mape konsensusows, integrowano ze sobg te grupy sprzezen,
ktoére miaty co najmniej dwa wspolne markery, zwane markerami kotwiczacymi (ang.
anchor markers). Stwierdzono, ze 134 markery SNP byty polimorficzne we wszystkich
trzech populacjach, natomiast 449 loci zidentyfikowano w co najmniej dwodch
populacjach mapujacych. W populacjach mapujacych MCam i GH, zlokalizowano 65
wspoélnych polimorficznych markeréw SSR. Do mapy konsensusowej wiaczono 70 grup
sprzgzen z 78 wyodrebnionych dla wszystkich populacji mapujacych w trakcie tworzenia
map indywidualnych.

Otrzymana mapa konsensusowa zawiera tacznie 875 loci, w tym 696 markerow
SNP i 115 SSR (Rysunek 4.5., Tabela 4.12.). 596 markeréw (73%), ktore wykazaly
sprzgzenie na skonstruowanej mapie genetycznej zlokalizowanych jest w obrgbie
sekwencji 590 genow. Liczba zmapowanych loci w przeliczeniu na chromosom mieSci
si¢ w zakresie od 68 dla chromosomu 1H do 190 dla chromosomu 5H. We wszystkich
siedmiu chromosomach zlokalizowano ogétem 64 funkcjonalne geny kandydackie,
z ktorych 23 zostaty wytypowane na podstawie danych literaturowych, natomiast 41 to
geny, ktore w eksperymencie mikromacierzowym wykazywaty istotne statystycznie
roznice w ekspresji miedzy odmianami rodzicielskimi populacji MCam podczas stresu
suszy. Najwiecej genow kandydackich zmapowano w chromosomie 7H (14), natomiast
najmniej w chromosomie 1H (4). Finalna dlugo$¢ powstatej mapy wynosi 941,86 cM,
a $rednia odleglo$¢ miedzy markerami jest rowna 1,1 cM. Znaczaco zredukowano liczbg

grup sprzgzen otrzymang dla map indywidualnych, otrzymujac 13 grup sprzgzonych
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markerow, co jednak w dalszym ciggu stanowi 0 6 wigcej niz wynosi haploidalna liczba
chromosoméw jeczmienia. Chromosomy 2H, 4H i 6H zostaly zmapowane jako
pojedyncze grupy sprzezen, chromosomy 1H i 3H zostaly rozbite na dwie grupy sprzezen,
a chromosomy SH i 7H na trzy grupy. Najdluzsza grupa obejmuje chromosom 2H
1 pokrywa 147,97 cM, a najkrétsza o dlugosci 29,07 ¢cM odpowiada fragmentowi
chromosomu 5H. Potwierdzona zostala poprawno$¢ okre$lenia chromosomowej
lokalizacji genoéw kandydackich poprzez porownanie z pozycja analizowanych genow na
mapie fizycznej jeczmienia, ktora dostepna jest w bazie Ensembl Plants. Podobnie, jak
w przypadku indywidualnych map genetycznych skonstruowanych w ramach niniejszej
pracy, wykazano zgodnos¢ kolejnosci utozenia markeréw w poszczegdlnych grupach
sprzezen, na podstawie poréwnania do innych opublikowanych map jeczmienia.
Nieznacznie zmieniony uklad markerow w stosunku do map referencyjnych
obserwowano w poblizu wigkszosci centromerow, ze wzgledu na wystepowanie
zaggszczenia loci w tym rejonie chromosomow. Otrzymana mapa genetyczna
charakteryzuje si¢ stosunkowo rownomiernym pokryciem markerami. Najwiekszy
niewysycony markerami fragment zidentyfikowano miedzy 2 i 3 grupg sprzezen
w chromosomie 5H o dlugo$ci okoto 30 cM wg mapy referencyjnej (Close i in., 2009).
Mniejsze niewysycone markerami rejony o dlugosci okoto 10 cM zidentyfikowano
przede wszystkim w obu ramionach chromosoméw 1H 1 7H, ktore charakteryzuja si¢
zarazem najwigkszg $rednig odlegto$cig miedzy zmapowanymi markerami.

Tabela 4.12. Cechy wysokorozdzielczej konsensusowej mapy funkcjonalnej
ze zmapowanymi genami kandydackimi

- - Liczba Laczna Srednia
Liczba Liczba dhugosé odleglos¢
Chromosom | grup zmapowanych ;::la:,)ri(v)wanych grup miedzy
sprzezen | loci ogélem Kandydackich E(I:)'t'/lz](;ieﬁ F;i;]kerami
1H 2 68 4 107,89 1,6
2H 1 122 11 147,97 1,2
3H 2 158 6 165,08 1,0
4H 1 114 11 101,89 0,9
5H 3 190 11 156,69 0,8
6H 1 113 7 99,86 0,9
7H 3 110 14 162,48 15
Razem 13 875 64 941,86 11
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4.5. Mapowanie loci cech iloSciowych

4.5.1. Charakterystyka fenotypowa populacji RIL

Najwazniejsze parametry statystyczne, charakteryzujagce badane cechy
fizjologiczne i biochemiczne w analizowanych wariantach do§wiadczenia, zestawiono
w Tabeli 4.13. Wykazano, ze zdecydowana wigkszo$¢ z nich (72%) segregowata zgodnie
z rozktadem normalnym. Wsrod linii populacji RIL obserwowano genotypy prezentujace
srednie warto$ci przekraczajace zakres zmienno$ci wystepujacy w  pokoleniu
rodzicielskim, w odniesieniu do wigkszosci badanych parametrow. Efektow transgresji
nie odnotowano jedynie w odniesieniu do ilosci energii zatrzymanej w PSII
w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnie liscia (TRo/CS), ilosci energii wykorzystanej
do transportu elektronow w przeliczeniu na CS (ETo/CS), wygaszania fluorescencji
zaleznego od zmian stanéw (qT) oraz zawartosci rafinozy w warunkach optymalnego
nawodnienia, a takze zawartosci [B-karotenu w warunkach suszy. Istotne statystycznie
roéznice mi¢dzy $Srednimi warto$ciami cech w obrgbie populacji RIL mi¢dzy warunkami
optymalnego nawodnienia i stresu suszy wykazano dla wszystkich cech, za wyjatkiem
ilosci energii zatrzymanej w PSII w przeliczeniu na centrum reakcji (TRo/RC),
aktywnosci katalazy oraz aktywnosci a-tokotrienolu. Skutkiem stresu niedoboru wody
bylo obnizenie S$rednich wartoSci wigkszosci  parametrow  fizjologicznych
charakteryzujacych bilans wodny, specyficzne przeptywy strumieni energii, wydajnosci
przeptywow energii, fotochemiczng aktywnos¢ PSII oraz intensywnos$¢ wymiany
gazowej. Najwiekszg réznice migdzy Srednimi w populacji dla analizowanych rezimow
wodnych stwierdzono w przypadku intensywnos$ci fotosyntezy netto (Pn) oraz
intensywnosci transpiracji (E), ktérych wartosci w warunkach stresu suszy zostaty
obnizone odpowiednio 6- i 4-krotnie w stosunku do kontroli. Negatywne skutki
niedoboru wody wykazano rowniez w przypadku fotochemicznej wydajnosci kwantowej
PSII (®psi), wzglednej zawartosci wody (RWC) oraz zawartos$ci i1 utraty wody z liScia
(WC i WL), dla ktérych odnotowano co najmniej dwukrotny spadek $rednich wartosci
w stosunku do warunkow kontrolnych. Dla czterech parametrow fizjologicznych
wykazano podwyzszenie $rednich wartosci w odpowiedzi na niedobor wody. Wsrod nich,
okoto dwukrotny wzrost zaobserwowano dla wycieku elektrolitow (EL) oraz wygaszania
fluorescencji zaleznego od fotoinhibicji (ql). W lisciach siewek po stresie suszy
stwierdzono az 300-krotny wzrost zawarto$ci proliny w stosunku do warunkéw

optymalnego nawodnienia oraz 2-krotny wzrost zawartosci etylenu. Analizowana
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Tabela 4.13. Statystyka opisowa analizowanych cech fizjologicznych i biochemicznych
w populacji MCam

Formy rodzicielskie

Kategoria Cecha | Wariant Fypiresi” Cam/BL/CI Populacja RIL
fenotypowa dosw. . . 7 -
Srednia  Srednia | Srednia  Min. Max. CV [%]
K2 5,91 7,01 6,12° 3,98 8,08 14,97
wC Se 2,45 3,38 2,98 1,03 5,27 21,72
SI# 41,42 48,18 49,49 21,03 85,15 24,67
K? 3,15 4,15 2,85° 1,49 4,72 23,42
WL Sis 1,00 2,61 1,31 0,76 2,78 26,44
SI? 31,62 63,01 47,49 25,30 90,49 28,48
K 93,11 93,01 89,73 70,59 98,02 6,83
Bilans wodny RWC Se 26,73 34,06 35,32 16,51 7550 23,73
SI# 28,70 36,61 39,79 17,14 88,13 27,37
K® 5,65 6,79 5,42° 3,44 9,40 23,96
WUE S 4,25 4,59 3,45 1,74 6,96 37,01
SI? 75,13 67,67 63,54 24,03 93,94 24,64
K 10,83 10,45 10,71° 6,76 20,83 18,19
EL i 42,05 26,71 27,92 12,38 49,61 32,22
SI? 388,26 255,51 262,21 117,64 480,18 29,38
K2 2,76 2,71 2,83° 2,40 3,54 8,34
ABS/RC S? 3,13 3,10 2,95 2,52 3,71 6,43
SI# 113,15 114,25 104,59 81,62 128,87 8,60
K2 2,11 2,08 2,13 1,89 2,56 6,59
TRo/RC Sis 2,15 2,32 2,10 1,88 2,60 5,25
SI? 101,96 111,34 98,91 83,06 113,76 5,90
K2 1,09 1,05 1,07° 0,88 1,25 6,19
ETo/RC Sis 0,88 1,00 0,95 0,69 1,10 8,58
SI? 80,23 95,68 88,31 69,00 105,71 8,83
K@ 0,65 0,63 0,70° 0,51 1,06 14,54
DIo/RC Se 0,97 0,78 0,85 0,63 1,20 14,63
Sk2 149,58 123,96 122,60 72,95 208,11 19,99
K 2260,35 1392,54 | 1428,66° 942,06 229429 18,30
RC/CS Sis 566,04 781,59 832,66 446,25 124851 19,37
SIi? 25,04 56,13 60,43 19,70 91,86 26,27
K 6204,34 375455 |3993,32° 2922,42 6482,04 16,77
ABS/CS Se 1757,57 2390,78 2407,97 1352,56 3319,21 16,53
Fotosynteza SI? 28,33 63,68 62,20 23,22 91,58 23,48
K 4753,47 2889,66 |3012,01° 2198,79 4723,33 17,12
TRo/CS Se 1218,82 1803,31 1736,46 893,62 2482,18 18,33
SI? 25,64 62,41 59,63 19,90 90,16 25,47
K 2465,28 1458,33 | 1526,95° 1081,43 2405,19 16,72
ETo/CS Sis 497,84 795,22 797,71 308,71 1269,52 23,47
SI? 20,19 54,53 54,20 13,97 92,34 30,12
K 1450,87 864,89 981,31° 723,64 1862,78 17,44
DIo/CS se 538,76 587,47 671,51 457,33 909,14 14,77
Sk2 37,13 67,92 70,33 29,21 97,98 20,80
K2 0,77 0,77 0,75° 0,71 0,79 1,98
Wpo Se 0,69 0,75 0,72 0,65 0,77 3,75
SI? 90,07 97,57 94,94 83,58 103,10 4,21
K2 0,52 0,50 0,51° 0,45 0,56 3,85
Yo st 0,41 0,43 0,45 0,34 0,52 8,09
SI? 78,64 86,12 89,37 69,36 103,15 7,69
K? 0,40 0,39 0,38° 0,33 0,44 5,02
Peo Se 0,28 0,33 0,33 0,23 0,39 10,07
SI? 70,80 84,27 85,03 59,31 105,88 10,42
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Tabela 4.13. cd.

Formy rodzicielskie

Kategoria | cocng | WATANt [iyjaresi Cam/BLCI Populacja RIL
enotypowa dosw. 7 ; - -
Srednia Srednia Srednia Min. Max. CV [%)]
K2 7,68 6,38 7,26° 6,05 9,23 8,80
(1-B)av S? 4,82 5,64 5,50 3,78 6,79 12,43
SI? 62,75 88,37 76,31 45,15 99,81 14,76
K2 13,38 12,78 11,99° 7,13 20,06 17,64
Plabs se 5,09 8,00 7,75 368 12,03 24,64
S| 38,04 62,58 65,96 28,36 99,52 25,40
K? 0,50 0,50 0,48° 0,37 0,53 6,00
FoIFy S? 0,35 0,41 0,39 0,31 0,48 8,79
SI? 71,04 82,09 81,20 62,12 105,90 9,10
K2 0,35 0,25 0,32° 0,23 0,45 16,53
gP S? 0,17 0,17 0,18 0,13 0,28 12,60
SI# 48,89 68,78 58,98 35,83 89,70 19,97
K2 0,18 0,12 0,15b 0,11 0,21 14,71
Fotosynteza Dpsiy St 0,06 0,07 0,07 0,05 0,10 15,29
SI? 35,05 56,97 47,94 29,66 76,66 22,68
K2 0,23 0,25 0,25° 0,11 0,39 22,83
qgE S 0,06 0,15 0,08 0,02 0,23 47,70
SI? 25,02 60,37 34,60 8,61 100,46 48,86
K2 0,51 0,45 0,42° 0,24 0,64 16,45
qT s? 0,12 0,33 0,18 0,06 0,32 35,07
SI? 24,37 72,55 42,62 11,99 83,36 35,93
K2 0,28 0,36 0,37° 0,20 0,56 20,10
ql s? 0,72 0,52 0,66 0,47 0,86 14,67
SI? 258,20 145,18 184,57 119,88 309,35 23,32
K2 13,97 9,44 10,92° 7,13 15,54 18,41
Pn S 1,50 1,79 1,82 1,15 4,59 24,43
SI? 10,74 18,99 17,05 8,45 39,86 26,43
K® 2,47 1,39 2,140 1,08 4,34 31,53
E S 0,35 0,39 0,62 0,20 2,63 53,05
Sl 14,30 28,06 29,19 10,71 85,67 44,47
K 0,24 0,23 0,22° 0,03 0,27 11,77
Pro S 75,69 75,89 65,32 33,20 76,53 13,56
Si 31537,5 32995,6 31137,4 13833 21290 60,24
K 12,70 33,60 18,24° 8,80 76,10 44,73
Glu S? 41,80 94,90 62,26 8,80 12550 37,61
SI? 329,13 282,44 372,61 40,93 878,13 45,47
K2 14,10 38,10 17,67° 10,40 34,00 25,06
Fru s? 24,50 20,30 21,07 11,10 38,80 24,49
SI? 173,76 53,28 125,92 59,12 283,21 35,29
Zawartosé Ke 12,00 24,00 27,10° 440 70,60 49,41
osmoprotektantow Sach S@ 22,50 37,00 39,20 8,40 77,00 35,97
i hormonow sl 187,50 154,17 19563 21,24 716,07 72,09
K2 1,30 4,80 2,03° 0,70 3,90 33,01
Raf s? 0,30 1,50 1,06 0,01 2,90 60,24
SI? 23,08 31,25 58,72 14,28 181,82 70,47
K 2,50 17,70 4,42° 1,30 22,50 112,35
Mal S 1,30 1,70 1,60 0,90 4,60 44,39
SI# 52,00 9,60 64,25 489 218,75 67,29
K 1,02 1,03 1,00° 0,86 1,04 2,68
Ety S? 2,05 1,88 2,19 1,80 2,60 7,60
SI? 200,98 182,52 219,86 178,22 268,60 7,84
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Tabela 4.13. cd.

Kategoria Wariant Formy rodzicielskie Populacja RIL
fenotypowa Cecha dosw. ‘Maresi’ Ce}m/BUCI i .
Srednia Srednia Srednia Min. Max. CV [%0]
K 1,19 2,06 2,05° 0,16 7,56 70,35
SOD s? 4,82 0,61 3,89 0,33 7,73 44,19
Sl 403,67 29,54 372,28 14,54  2913,86 127,49
K 25,50E-4  57,99E-4 69,04E-4 4,78E-4 19,67E-3 57,73
CAT st 20,87E-4  59,69E-4 70,86E-4 20,87E-4 20,66E-3 45,52
Sl 81,70 102,94 147,14 22,63  1809,62 128,30
K 0,22 17,84E-2 0,19 01,19E-2 1,00 35,97
POX S 0,29 17,74E-2 0,24 02,01E-2 0,99 32,44
Sl 134,53 99,45 186,07 167,96 99,77 140,16
K2 59,00E-4 72,00E-4 | 40,91E-4° 0,00 10,22E-3 49,32
GTt s? 60,68E-4  22,94E-4 52,77E-4 0,00 15,00E-3 52,30
Sl 102,84 31,87 107,52 0,00 701,50 111,64
K 45,03E-4  54,78E-4 81,74E-4 31,23E-4 137,3E-3 91,35
Aktywnosc
antyoksydantow ATt S 61,06E-4  39,81E-4 103,8E-4 18,49E-4 1355E-3 101,71
Sl 135,58 72,67 137,41 13,22 94550 119,88
K 101,6E-4  113,2E-4 | 109,3E-4® 81,00E-4 151,4E-4 8,58
DTf S 121,1E-4  104,6E-4 128,6E-4 18,49E-4 2279E-4 18,02
Sl 127,04 92,44 118,88 16,87 229,52 20,62
K 20,06E-3  17,87E-3 | 22,66E-3° 13,08E-3 64,01E-3 29,02
GTf s? 86,08E-3  45,01E-3 74,08E-3 1,84E-3 152,7E-3 40,04
SI? 429,17 252,48 340,46 7,61 767,34 41,84
K2 0,09 0,08 0,10° 0,05 0,17 23,75
AT s? 0,11 0,05 0,15 0,06 0,28 28,74
SIi? 120,38 63,15 159,46 53,46 304,25 33,24
K2 276,55 209,65 186,32° 43,21 509,66 38,05
BK s? 125,71 45,22 166,69 46,61 361,62 33,17
Sl 45,46 21,57 105,62 17,50 338,18 58,72

K — warunki optymalnego nawodnienia, S — warunki stresu suszy, SI — wskaznik stresu [%], CV — wspodtczynnik
zmienno$ci; Srednie wartosci analizowanych parametrow otrzymano od zespotow IFR PAN i KFR UR

@ — oznacza istotng statystycznie zgodnos$¢ rozktadu wartosci cech w badanych wariantach do$wiadczenia z rozktadem
normalnym wyg testu Shapiro-Wilka (« = 0,00001)
b _ oznacza istotne statystycznie réznice miedzy $rednimi wartoéciami cech w populacji RIL miedzy warunkami
optymalnego nawodnienia i stresu suszy (o = 0,05)

WC - zawarto$¢ wody w lisciu, WL - utrata wody z liscia, RWC - wzgledna zawartos¢ wody, WUE - efektywnosc
wykorzystania wody, EL - wyciek elektrolitow, ABS/RC - ilo$¢ energii zaabsorbowanej przez czasteczki chlorofilu
anten PSII w przeliczeniu na centrum reakcji, TRo/RC - ilo$¢ energii zatrzymanej w PSII w przeliczeniu na centrum
reakcji, ETo/RC - ilo$¢ energii wykorzystanej do transportu elektronow w przeliczeniu na centrum reakeji, DIo/RC -
ilo$¢ energii rozproszonej z PSII w przeliczeniu na centrum reakcji, RC/CS - liczba aktywnych centréw reakcji,
ABS/CS - ilo§¢ energii zaabsorbowanej przez czasteczki chlorofilu anten PSII w przeliczeniu na wzbudzong
powierzchnig liscia, ~ TRo/CS - ilo$¢ energii zatrzymanej w PSIT w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnig liscia,
ETo/CS - ilo$¢ energii wykorzystanej do transportu elektronow w przeliczeniu na wzbudzong powierzchnig licia,
DIo/CS - ilo$¢ energii rozproszonej z PSII w przeliczeniu na wzbudzona powierzchnig liscia, @po - maksymalna
wydajno$¢ kwantowa pierwotnych reakcji fotochemicznych fotosyntezy, wo - wydajno$¢ przekazania wybitego
z centrum reakcji PSII elektronu na fancuch transportu elektrondéw, @eo - Wydajnos$¢ kwantowa transportu elektronow,
(1-B)av - $redni odsetek otwartych centréw reakcji w czasie potrzebnym do zamknigcia wszystkich centréw reakcji,
Plabs - wskaznik wydajnosci fotochemicznej PSII obliczony na podstawie absorbcji energii, Fv’/Fm’ - wydajnos¢
przechwytywania energii wzbudzenia przez centra reakcji PSIl, gP - wspotczynnik fotochemicznego wygaszania
fluorescencji, ®psn - fotochemiczna wydajnos¢ kwantowa PSII, gE - energetycznie uwarunkowane wygaszanie
fluorescencji, qT - wygaszanie fluorescencji zalezne od zmian stanow, gl - wygaszanie fluorescencji zalezne od
fotoinhibicji, Pn - intensywnos¢ fotosyntezy netto , E - intensywno$¢ transpiracji, Pro - zawarto$¢ proliny, Glu -
zawarto$¢ glukozy, Fru - zawarto$¢ fruktozy, Sach - zawarto$¢ sacharozy, Raf - zawarto$¢ rafinozy, Mal - zawartosé
maltozy, Ety - zawarto$¢ etylenu, SOD - aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, CAT - aktywnos¢ katalazy, POX -
aktywnos$¢ peroksydazy, GTt - zawarto$¢ vy-tokotrienolu, ATt - zawarto$¢ o-tokotrienolu, DTf — zawartosé
d-tokoferolu, GTf - zawartos¢ y-tokoferolu, ATf - zawarto$¢ a-tokoferolu, BK - zawartos¢ p-karotenu
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populacja mapujaca byla zréznicowana pod wzgledem zawartosci weglowodanow.

W tkankach po okresie ograniczonej dostepnosci wody wykazano istotng statystycznie

akumulacje cukrow prostych, przy czym najwickszy wzrost zawartosci charakteryzowat

glukozg. Wsrod oligosacharydéw odnotowano zwigkszenie ilosci sacharozy, przy

jednoczesnym spadku zawartosci maltozy i rafinozy. Skutkiem stresu suszy byt wzrost

aktywnos$ci  wszystkich  analizowanych  enzyméw  antyoksydacyjnych  oraz

nieenzymatycznych przeciwutleniaczy, przy czym najwyzszy stwierdzono dla dysmutazy

ponadtlenkowej (SOD) oraz y-tokoferolu. Wzgledny rozrzut wartosci cech w populacji

w stosunku do $rednich wyrazony wspotczynnikiem zmiennosci (CV) byt dla wigkszosci

z nich wyzszy w warunkach stresu niedoboru wody w poréwnaniu do kontroli.
Wspotczynniki korelacji migdzy parametrami w obu analizowanych rezimach

wodnych zestawiono w Tabelach 4.14 a i b. W warunkach optymalnego nawodnienia

silne korelacje (|r] = 0,5) stwierdzono jedynie wsrod parametréw opisujacych bilans

wodny oraz fotosynteze. Silne pozytywne zaleznosci wykazano migdzy:

— intensywnosciag fotosyntezy netto (Pn) i intensywnoscig transpiracji (E); r = 0,72,

— fotochemiczng wydajnosciag kwantowa PSII (®psii) i wskaznikiem fotochemicznego

wygaszaniem fluorescencji (gP); r = 0,91,

— wskaznikiem wydajnosci fotochemicznej PSII obliczonym na podstawie absorbcji

energii (Plass) 1 parametrami wydajno$ci przepltywow energii (@po, Yo, Peo); 0,73 <1 <

0,9,

—liczbg aktywnych centréw reakcji (RC/CS) i parametrami przepltywow strumieni energii

w odniesieniu do wzbudzonej powierzchni liscia (ABS/CS, TRo/CS, ETo/CS); 0,7 <r <

0,94.

Zidentyfikowano tez grupy cech wzajemnie skorelowanych, obejmujacych parametry:

— przeplywéw strumieni energii w odniesieniu do wzbudzonej powierzchni liscia

(ABS/CS, TRo/CS, ETo/CS, DIo/CS); 0,79 <r < 0,99,

— przeptywow strumieni energii w odniesieniu do centrum reakcji (ABS/RC, TRo/RC,

ETo/RC, DIo/RC); 0,65 < r < 0,98,

— wydajnosci przeptywow energii (po, Yo, ¢eo); 0,73 <1 < 0,94.

Silne negatywne korelacje wykazano migdzy:

— intensywnoscig transpiracji (E) 1 efektywnoscia wykorzystania wody (WUE);

r=-—0,91,
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Tabela 4.14 a. Wspotczynniki korelacji Pearsona migdzy analizowanymi cechami fizjologicznymi i biochemicznymi w warunkach optymalnego nawodnienia

1
2 ns WL 1
8 039 ns RWC 2
4 ns 0.40 -0.37 wc 3
5 ns 025 ns 0.25 EL 4
6 ns 029 ns 0.21‘ lABS/RC | 5
7 0.20 0.29 0.42 ns| ITRJ/RC | 6
8 ns ns ns 0.28_ ETo/RC | 7
9 ns ns -0.31 0.30 -0.37 -0.34 -0.36 -0.40 DIo/RC | 8
10 ns 028 -025 046 ns ns ns ng RC/CS 9
11 ns 027 -027 041 ns ns ns g IJABS/CS | 10
12 ns 028 ns 085 ns ns ns -0.21 TRo/CS |11
13 ns. 0.28 ns 055 0.34 0.32 ns. 0.35 ETo/CS | 12
14 ns ns  ns -0.25[H0NEN0165 0.40 0B 045 s 024 034 -027 blics |13
15 024 ns 0.42 -0.29 -0.40 -0.36 0.24 -0.44 ns ns ns ns -0.33 0.44 ®po 14
16 020 ns 0.24 -0.31- ns- ns ns ns 0.22 -0.35_ Vo 15
17 ns ns ns ns 048 051 049 041 ns ns ns ns 022 -022 ns ns e 16
18 ns ns ns -0.23JR0N0N0168 -0.27[B08 0.34 000 ns 028 -0.31OEENOISMORE ns (-Bjav | 17
19 ns -035 ns-021-022-024 ns ns ns ns ns ns ns ns 026 028 ns ns Plas 18
20 ns|-048 022 028 ns-021 ns ns -0.28-0.35 -0.36 0.31 029 ns 022 ns ns nsfHOME Pn 19
21 ns 030 -027 021 ns ns ns ns 047 050 052 050 037 027 ns ns ns ns ns- E 20
2 ns -028  ns -0.32 04508 ns s ns  ns -0.38 051 033 0440060 046 023 029 ns WUE |21
23 ns ns ns 030 020 023 ns ns 024 035 034 0.33 0.35 ns ns ns. 052 ns ns ns 0.21 -0.46 [Fv’/Fm’ | 22
24 ns ns ns ns ns ns ns ns 031 030 032 035 021 029 ns 021 031 030 ns ns ns ns| aP 23
25 ns ns ns-022 ns ns ns ns NS NS NS NSNS ns ns ns ns  ns-031 ns ns ns -0.40 -0.39 (Posi 24
26 ns ns -034 ns-022-023-030-020 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 027 -0.31 -0.21 0.45 qE 25
27 ns ns 022 ns ns NS ns NS NS NS NS ns NS ns ns ns NS ns NS NSNS ns ns ns qT 26
28 ns-028 ns ns ns ns NS NS NS NS NS ns NS ns ns ons ns ns ns 020 ns ons NS NS NS NS ns q! 27
29 ns ns ns ns-022-028-023 ns ns ns ns ns o ns ns ns NS NS NS NS NS ns ns ns ns ns ns ns| 0.46 Pro 28
30 ns ns ns NS NS NS NS NS NS NS NS NS ns ns 021 ns ns ns ns 027 -08 ns ns ns ns ns ns 026 ns Ety 29
31 ns NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS ns ns 020 020 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.39 Glu 30
32 ns ns 041 -022 ns ns ns ns-0.29 -0.30 -0.31 -0.29 -022 -021 ns ns ns ns ns ns 024 ns ns-022 029 ns ns  ns NS ns ns Fru 31
33 ns 026 ns ns ns 028 032 ns ns ns ns NS ns ns ns ns ns ns ns-025 ns ns ns ns ns ns ns[-042 -024 -027 ns ns ISach 32
34 ns ns ns ns ns 025 ns ns NS NS NS NS ns ns ns NS NS NS NS NS ns ns ns ns ns-022 ns ns-026 ns ns ns| 048 Raf 33
35 ns ns ns-022 ns ns ns ns -0.27 -0.26 -0.26 -0.26 -024 ns ns NS ns NS NS NS NS NS NS ns ns ns ns ns ns ns 034 ns ns ns Mal 34
36 ns 026 ns ns ns 021 ns ns NS ns NS NS ns ns ns ns ns ns ns-021 ns ns ns ns ns ns  ns-0.34 ns ns ns ns 045 025 ns ISOD 35
37 021 ns ns nNns ns NS NS NS NS NS NS NS ns ns ns ns NS NS NS NS ns ns ns ns ns 022 ns ns ns ns ns ns ns NS NS ns CAT 36
38 ns ns ns ns ns ns NS NS ns ns ns ns ns ns 024 02 ns ns ns NS NS NS NS NS ns ns ns ns ons ns 020 ns ns ns NS ns NS POX 37
39 ns ns NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS ns ns ns NS NS NS NS NS ns ns ns NS NS NS NS NS ns ns ns ns ns 032 ns ns NS ns IGTt 38
40 ns ns ns-028 ns ns ns NS NS NS NS NS ns ns ns NS NS NS NS NS ns ns ns ns ns ns ns ns ns 037 ns ns ns ns ns ns ns ns 046 ATt 39
41 ns ns ns ns ns ns 0.21 ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.33 ns -0.24 ns ns -0.24 0.22 ns ns ns ns ns ns. 0.34 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns DTf 40
42 ns ns 035-023 ns ns 023 ns ns ns NS NS ns ns ns ns ns ns NS ns NS ns ns ns ns-024 ns ns ns ns ns 028 ns ns ns ns ns ns ns ns 029 GTf 41
43 ns ns 0.22 -0.20 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns -0.20 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.26 AT 42
1 2 3 4 5] 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 BK 43

a=0,05; ns — wynik nieistotny statystycznie
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Tabela 4.14 b. Wspotczynniki korelacji Pearsona migdzy analizowanymi cechami fizjologicznymi i biochemicznymi w warunkach stresu suszy

1
2 o4

3 0.41.

4 ns|

5 ns -0.20 ns. 0.35

6 024 ns ns 0.00

7 0.28 ns| 0.40

8 ns -0.36 -0.20 0.54088 031 -0.27

9 0.28 050 0.31r

10 034 050 0.32 4

1 0.35. 0.36=

12 033 0.41

13 024 031 ns -0.36

14 020 041 0.36

15

16

17

18

19 0.25 033 034 039 028 0.36

20 ns 028 035 035 038 030 ns 037 035 036 0.27

21 ns -0.22 -0.25 -0.24 0.30 -0.23 s -0.35 -0.31 -0.2

2 ns 0.22 -0.35

23 ns 0.6 ns ns 022 ns 037 039 038 038 037 ns 026 026 0.22

24 0.32 035 ns 040 -042] 0.61 0.58 0.60 0.63 0.42 0.40* ] ]

2 ns 026 049 -032 034 0.37 042 044 ns 046 0. . ns 10,64
26 0.40 029 ns g- 040 0.36 0.40. ns- ] 041 0.40

27 ns s 0.34 -0.33 -0.31 -0.35 ns o.zsh 0.37

28 0.29 22 ns 034 -0.23 0.48 048 046 049 043 ns 0.44 041 044 036 030 032 -0.34 028 027 039 ns 023 ns

-0.
ns ns ns-027 ns ns ns ns ns ns 022-024 ns ns 027 ns NS nsns ns 029 ns-023 ns ns
036028 ns ns 033 ns ns ns ns 025 ns ns 037 032 ns 023 036 0430085 044 ns ns 031 033-088 030 ns
ns ns 020 ns ns ns -0.29 -0.26 -0.27 -0.23 ns ns ns ns ns ns ns ns-022 ns ns ns ns ns ons ns ns 021

w W N
= O O
D D
o o
N w
RzZ8
o
w
3 a3

32 ns ns ns ns-024 ns ns-025 023 ns 020 ns ns 022 ns ns ns ns ns-0.22 0.31 ns ns-001 ns ns ns ns ns ns

33 035 052 045-049 ns ns 047 -0.33 044 045 0.49 051 026 0.40 032 046 040 034 -0.28 0.40 030 0.47 054 043 046 029 ns 033 -021 ns

34 032 022 034 ns ns ns ns-022 ns ns 021 ns ns 028 ns 022 ns 024 023 ns ns ns ns ns 029 ns-025 ns ns ns ns ns 038
35 0.23 -0.23 ns 0.38

0.27 0.24 -0.32 ns -0.29 -0.26 -0.25 -0.34 -0.24 ns -0.34 s -0.29 0.41 -0.26 -0.37 ns -0.28 0.22 -0.27 -0.24 -028 ns ns -029 ns
ns ns NS ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns-029-029 029 ns ns ns-020 ns ns ns ns ns ns 032 ns ns 0.03
027 ns ns 028 -0.25 ns -0.21 -0.25 ns -0.24 -0.24 -0.28 ns -0.34 -0.22 -0.22 0.22 -0.34 ns -0.30 -0.20 -0.29 0.24 -028 ns ns ns -0.29 -0.32 ns 032 ns
ns ns-035 ns ns ns ns-0.21 -021 ns -0.26 -0.21 -023 ns ns ns ns ns ns ns -0.24 -0.23 0.28 ns ns- ns ns- ns ns ns ns
ns ns ns NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS ns ns ons ns ons ns ns-023 ns 001 ns ns ns ns ns ns 027 ns ns NS NS NS NS ns
-0.28 -0.32 -0.25 0.24 020 ns -0.26 ns -0.33 -0.32 -0.31 -0.35 -0.29 ns -0.34 ns'-0.31 ns -022 ns -0.31 ns -0.26 -0.22 -0.23 0.27 -0.21 -0.05 -029 ns ns -030 ns ns ns 020 0.39 0.39

DWW W W
S © ©® N>
'
@ G
N
23 3 »
Lo
(=)=
N W
7N ®
S =
> >
o o
NN
o © 3

41 027 -035 -025 035 0.20 ns -0.34 0.21 -0.33 -0.32 -0.33 -0.39 -022  ns|-0.43 -0.41 -0.23 -0.37 -0.24 -0.28 ns|-046 ns -0.33 -0.32 -0.40 043 ns 005 029 ns ns-0.37 ns 028 ns 030 029 0.030/63
42 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.22
43 ns 031 022 -027 -021 ns 022 ns 028 026 026 030 ns ns 033 031 030 028 029 032 -0.25 027 0.5 027 022 035030 024 ns ns ns ns 026 ns-021 ns-021 ns ns-024-0.22 033

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

a=0,05; ns — wynik nieistotny statystycznie

WL 1
RWC 2
wcC 3]
EL 4
IABS/RC | 5
ITRJ/RC | 6
ETo/RC | 7
DIo/RC | 8
RC/CS 9
IABS/CS | 10
[TRo/CS |11
ETo/CS | 12
DIo/CS | 13
Ppo 14
Vo 15
(Peo 16
(1-Blav | 17
Plass 18
Pn 19
E 20
WUE 21
IFv’/Fm’ | 22
qP 23
(Posi 24
qE 25
qT 26
ql 27
Pro 28
Ety 29
Glu 30
Fru 31
ISach 32
Raf 33
Mal 34
ISOD 35
ICAT 36
POX 37
GTt 38
ATt 39
DTf 40
GTf 41
ATT 42
BK 43




— wygaszaniem fluorescencji zaleznym od fotoinhibicji (ql) 1 wskaznikami
niefotochemicznego wygaszania fluorescencji (QE i qT); r = —0,57; r = —0,7,

— parametrami przeptywow strumieni energii w odniesieniu do centrum reakcji
(ABS/RC, TRo/RC, DIo/RC) i:

— wydajnoscig przechwytywania energii wzbudzenia przez centra reakcji PSII

(FV/Fw’); —=0,67 <1 < —0,64,

— wskaznikiem wydajnosci fotochemicznej PSII obliczonym na podstawie

absorbcji energii (Plaps); —0,82 < r < —0,68,

— parametrami wydajnosci przeplywow energii (Qpo, Peo); —0,91 < r < —0,52.
Nieliczne i stabe zaleznosci stwierdzono w grupie cech biochemicznych oraz miedzy
cechami biochemicznymi i fizjologicznymi.

W stresie suszy zaobserwowano kilkukrotne zwigkszenie liczby istotnych
statystycznie zaleznosci, zarowno w obrebie cech fizjologicznych, jak i migdzy cechami
fizjologicznymi i biochemicznymi. Parametry charakteryzujace bilans wodny
1 wydajnos¢ fotosyntezy bylty na ogo6t skorelowane pozytywnie. Najsilniejsze zwiazki
nieobserwowane w warunkach kontrolnych wykazano migdzy:

— wzgledng zawartoscig wody (RWC) i:

— intensywnoscig fotosyntezy netto (Pn); r = 0,74,

— intensywnos$cig transpiracji (E); r = 0,73,

— wydajnoscig przechwytywania energii wzbudzenia przez centra reakcji PSII

(Fv’/Fw’); r = 0,59,

— fotochemiczng wydajnos$cig kwantowa PSII (®psu); r = 0,59,

— wskaznikami niefotochemicznego wygaszania fluorescencji (QE i qT); r =

0,68ir =0,55,

— fotochemiczng wydajnoscig kwantowg PSII (Dpsy) i:

— liczbg aktywnych centrow reakcji (RC/CS), przeptywami strumieni energii

w odniesieniu do wzbudzonej powierzchni liscia (ABS/CS, TRo/CS, ETo/CS);

0,58 <r<0,63,

— wskaznikami witalno$ci (1-B)av i Plaps; r = 0,55,

— wskaznikiem wydajno$ci fotochemicznej PSII obliczonym na podstawie absorbcji

energii (Plabs) i
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— liczbg aktywnych centrow reakcji (RC/CS), przeptywami strumieni energii

w odniesieniu do wzbudzonej powierzchni liscia (ABS/CS, TRo/CS, ETo/CS);

0,63 <r <081
Jedynie pi¢¢ sposrod cech fizjologicznych (EL, ABS/RC, DIo/RC, WUE i gl) byto
skorelowanych negatywnie z pozostalymi parametrami opisujagcymi bilans wodny
I wydajno$¢ fotosyntezy. Zaleznosci te byty jednak silne. W odréznieniu od warunkéw
optymalnego nawodnienia, zaobserwowano liczne korelacje miedzy cechami
fizjologicznymi i biochemicznymi, zazwyczaj o charakterze negatywnym. Najwiecej
zalezno$ci tego typu stwierdzono dla aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),

peroksydazy (POX) oraz y- i 6-tokoferolu.

4.5.2. 1dentyfikacja QTL dla parametréw fizjologicznych i biochemicznych
Przeprowadzona analiza identyfikacji QTL pozwolita na wykrycie 66
chromosomowych rejonéw kontrolujacych zmienno$¢ 26 cech zwigzanych
z odpowiedzig na stres suszy sposrod ogétu 43 analizowanych w niniejszej pracy
doktorskiej (Rysunek 4.5.). Liczba zmapowanych QTL wahata si¢ od 1 do 4 w zalezno$ci
od cechy i wariantu doswiadczenia. Loci cech ilosciowych zidentyfikowano we
wszystkich chromosomach jeczmienia za wyjatkiem 4H. Najwiecej QTL wyznaczono
w chromosomach 2H i 3H (po 18) oraz 5H (12), natomiast najmniej (1) w 1H.
W chromosomach 6H i 7H zidentyfikowano odpowiednio 8 i 9 loci cech ilosciowych dla
analizowanych parametrow. Maksymalne wartosci krzywej LOD w rejonach
zidentyfikowanych QTL wahaty si¢ od 3,0 do 20,76. Procentowy udzial zmiennosci cech
pozostajacych pod kontrolg zidentyfikowanych QTL okreslony wspdiczynnikiem
determinacji (R?) zawierat sie w przedziale od 1,3 do 87,5. Stwierdzono, ze najwiecej loci
cech ilosciowych o wysokiej wartosci R? zlokalizowanych byto w chromosomie 3H (14
z 25 QTL wyjasniajacych co najmniej 30% zmiennosci cech). Podobne proporcje efektow
addytywnych o roznych znakach wsrdd zidentyfikowanych QTL (allel odmiany ‘Maresi’
podwyzszal lub obnizat warto$ci poszczegolnych parametrow), $wiadcza o réwnym
wplywie obu alleli rodzicielskich na wyksztatcenie analizowanych cech w populacji.
Wynik ten znajduje potwierdzenie w efekcie transgresji wykazanym wsrdd linii RIL na
poziomie fenotypowym, gdzie obserwowano rosliny o S$rednich warto$ciach cech

przekraczajacych lepsza lub gorsza z form rodzicielskich.
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CG uzyskana dla populacji MCam, GH i LCam wraz z pozycjami QTL zlokalizowanymi
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Kolorem czerwonym na mapie genetycznej wyrozniono funkcjonalne geny kandydackie
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W warunkach optymalnego nawodnienia zidentyfikowano 33 QTL kontrolujace
zmienno$¢ fenotypowa 17 cech (Tabela 4.15 a). Najwiecej loci cech ilosciowych (22)
wyznaczono dla parametrow charakteryzujacych proces fotosyntezy. Pozostate
kontrolowaty bilans wodny (5), zawartos¢ rafinozy (2), maltozy (2) i sacharozy (1) oraz
aktywnos¢ katalazy (1). Stwierdzono, ze okoto potowa zlokalizowanych w tym rezimie
wodnym QTL tlumaczy W znacznym zakresie obserwowang zmiennoéé cech (R%>30%).
Loci cech ilosciowych o najwiekszym wpltywie na wyksztatcenie fenotypu (wartosé R?
w zakresie 60,5-87,5%) determinowaly wzgledna zawarto$¢ wody (RWC), ilo$¢ energii
zatrzymanej w PSII (TRo) i rozproszonej z PSIl (Dlo) w przeliczeniu na wzbudzong
powierzchnie liscia (CS) oraz zawarto$¢ maltozy. Ilos¢ tego dwucukru w warunkach
optymalnego nawodnienia kontrolowana byla przez dwa QTL zmapowane
w chromosomie 7H, charakteryzujace si¢ najwyzszymi warto$ciami LOD (>20) oraz R?
(>80%) sposrod wszystkich loci cech ilosciowych zidentyfikowanych w populacji
MCam.

W warunkach stresu suszy zidentyfikowano 19 loci cech ilosciowych
kontrolujacych zmienno$¢ 11 cech (Tabela 4.15 b). Najwigcej QTL zidentyfikowano dla
parametrow charakteryzujacych fotosynteze (7) oraz zawarto$¢ osmoprotektantow (6).
Pozostate determinowaty zawartos$¢ i utrate wody z liscia (4) oraz zawartos$¢ etylenu (1)
i a-tokoferolu (1). Ponad potowa QTL zidentyfikowanych dla cech w warunkach deficytu
wody zmapowana zostata w chromosomie 2H. Najwyzsze wspotczynniki determinacji
oraz wartosci LOD charakteryzowaly zawarto$¢ proliny oraz maltozy. Ilos¢ proliny
w tkankach osobnikow analizowanej populacji po zadzialaniu stresem niedoboru wody
pozostawala pod kontrolg czterech QTL, zlokalizowanych w chromosomach 2H i 3H,
zZ ktorych trzy wyjasniaty od 73,6 do 77,5% obserwowanej zmiennos$ci tego aminokwasu.
Dla zawartosci maltozy zidentyfikowano dwa QTL w chromosomie 3H,
scharakteryzowane przez wspotczynniki determinacji przekraczajace 85% 1 wyznaczone
przez maksima LOD rowne 18,38 1 18,44.

Dla obliczonych wskaznikow stresu (SI) zmapowano 14 QTL, kontrolujacych 12
sposrod analizowanych cech fizjologicznych i biochemicznych (Tabela 4.15 c).
Najwigcej z nich, podobnie jak dla warunkéw stresu suszy, zidentyfikowano dla
parametrow charakteryzujacych wydajno$¢ procesu fotosyntezy oraz zawartos¢
osmoprotektantow. Pozostale determinowaty zawartos¢ wody w lisciu (WC),
fotochemicznie (qP) i energetycznie uwarunkowane (qT) wygaszanie fluorescencji oraz

aktywnos$¢ y-tokoferolu i y-tokotrienolu. Najwigkszy zakres wyjasnionej zmienno$ci
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(60,8-82,1%) stwierdzono dla dwoch QTL kontrolujacych zawarto$¢ sacharozy oraz jednego

QTL dla aktywnosci y-tokotrienolu, ktore zidentyfikowano w chromosomie 3H.

Tabela 4.15 a. Charakterystyka QTL zidentyfikowanych dla analizowanych cech

fizjologicznych i biochemicznych w warunkach optymalnego nawodnienia

Warunki optymalnego nawodnienia

Cecha s Prze(,iz.ial Efekt R?
Symbol QTL Chr. Najblizszy marker LOD 1[101"1\1/|0]sc1 QTL addytywny [%]
Bilans wodny
RWC QCcRWC.2H 2H  252-556 7,44  126,13-127,13 -0,463 84,4
QcRWC.3H_2.1 3H  4643-867 3,76 28,04-28,83 -3,632 1,3
QCcRWC.3H_2.2 3H  scssr25538 7,34  37,59-42,52 9,432 83,8
wC QcWC.2H 2H 5184-1163 3,34  54,46-56,46 -0,338 13,1
QcWC.3H_1 3H 5260-462 3,11 104,52-104,83 0,358 12,1
Fotosynteza
ABS/RC  QcABS/RC.6H 6H  885-104 7,01  20,25-21,22 -0,182 34,8
TRJ/RC  QcTRo/RC.5H_3 5H HvABI5 3,46 0-0,32 0,051 10,5
QcTRo/RC.6H 6H  2188-425 8,53  20,25-21,22 -0,108 30,7
ETo/RC  QCcETo/RC.5H_3 5H X71362.1 3,75  41,96-44,59 -0,024 11,9
QCcETo/RC.6H 6H  885-104 7,55  20,25-21,22 -0,048 30
DIo/RC  QcDIlo/RC.2H 6H  885-104 562 20,25-21,22 -0,072 30
ABS/CS QcABS/CS.2H 2H  2464-1228 3,35 118,27-118,27 787,930 10
QcABS/CS.3H_2.1 3H EBmac0708 6,51 16,02-18,08 1907,390 55,6
QcABS/CS.3H_2.2 3H ConsensusGBS0632-3 11,09 30,01-34,01 -1722,250 59,1
QCABS/CS.5H_2 5H Bmac0096 4,05 21,56-21,56 -192,893 11,6
TRo/CS  QcTRo/CS.2H 2H  2464-1228 4,28 118,27-118,32 637,155 10,7
QcTRo/CS.3H_2.1 3H EBmac0708 7,59 16,02-18,08 1558,190 57,8
QcTRo/CS.3H_2.2 3H ConsensusGBS0632-3 12,39 30,01-34,01 -1448,690 60,5
QCcTRo/CS.5H_2 5H Bmac0096 4,25  21,56-21,56 -152,128 6,7
Dlo/CS QcDIlo/CS.3H_2.1  3H EBmMac0708 9,04 14,02-18,08 331,108 63,8
QcDIlo/CS.3H_2.2  3H  265-1229 7,99 31,01-35,29 -359,451 64,3
QcDlo/CS.6H 6H 2188-425 3,03 18,74-20,25 -55,813 6,7
Ppo Qcfi_po.3H_1.1 3H 6634-263 4,43  32,33-36,69 -0,006 17
Qcfi_po.3H_1.2 3H ABC19175-1-2-375 5,66 57,79-59,70 0,008 23,5
Vo Qcpsi_o.2H 2H GBM1462 3,15 129,13-138,17 0,009 17,2
(1-B)av.  Qc(1-B)av.6H 6H 885-104 5,8 20,25-21,22 -0,470 30
Fv’/Fm’ QcFv/Fm.6H 6H 885-104 3,85 20,25-21,22 0,018 23,3
Zawarto$¢ osmoprotektantow i hormonéw
Sach QcSach.5H_3 5H GMS061 4,68 55,55-56,54 -6,558 21,1
Raf QcRaf.1H_1 1H 5194-1118 3,84 33,95-34,34 -0,339 16,2
QcRaf.2H 2H  Bmag0692 9,01 16,28-29,33 -0,458 34,8
Mal QcMal.7H_1.1 7TH  2148-498 20,76 1,79-5,69 -14,320 87,5
QcMal.7H_1.2 7H ADC1 20,75 16,36-20,66 14,387 85,4
Aktywnos$¢ antyoksydantéw
Cat QcCAT.2H 2H  1865-396 7,29  14,23-14,63 -0,003 30,3

Wyttuszczono funkcjonalne geny kandydackie zmapowane w przedziatach ufnosci zidentyfikowanych QTL, LOD>10 oraz R%>30;
R? — wspotezynnik determinacji
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Tabela 4.15 b. Charakterystyka QTL zidentyfikowanych dla analizowanych cech
fizjologicznych i biochemicznych w warunkach stresu suszy

Warunki stresu suszy

Cecha I Prze(,iz.ial Efekt R?
Symbol QTL Chr. Najblizszy marker LOD Fcfll\l/lo]sa QTL addytywny  [%]

Bilans wodny

WL QdWL.2H 2H  5880-2547 6,84 14,03-14,23 -0,202 21,9
QdWL.5H_3 5H  3412-579 4,15 57,16-59,59 0,136 12,9
QdWL.7H_2 7H ConsensusGBS0356-1 3,15  23,72-25,99 -0,121 10,6

wC QdWC.2H 2H  5880-2547 3,82 14,03-14,23 -0,323 17,2

Fotosynteza

ABS/RC QdABS/RC.2H.1 2H  9490-843 3,97 5,42-8,31 -0,085 17,3
QdABS/RC.2H.2 2H 285-2932 4,09 119,60-120,57 -0,166 17,7

TRJ/RC QdTRo/RC.2H.1 2H  AKS356764.1 3,55 10,92-14,03 -0,051 13,4
QdTRo/RC.2H.2 2H 2809-271 4,69 66,78-67,71 -0,047 16,9

ETo/RC QdETo/RC.2H 2H  AK353596.1 3,85 132,17-145,34 0,041 20,5

DIo/CS QdDIlo/CS.5H_3 5H  5156-737 3,89 51,79-52,38 44,152 17,5

(1-B)av.  Qd(1-B)av.7H_2 7H  497-386 3,33 37,97-40,35 -0,354 18,7

Zawarto$¢ osmoprotektantow i hormonéw

Pro QdPro.2H.1 2H Bmag0692 6,36  19,28-28,33 3,114 12,2
QdPro.2H.2 2H 6328-736 10,62 118,44-118,63 -7,080 75,2
QdPro.3H_2.1 3H EBmac0708 10,53 15,02-19,08 -11,964 73,6
QdPro.3H_2.2 3H 265-1229 11,58 33,01-35,29 20,832 77,5

Mal QdMal.3H_2.1 3H EBmac0708 18,38 17,02-18,08 1,370 85,8
QdMal.3H_2.2 3H GBM1420 18,44 36,75-42,52 -1,533 85,9

Ety QdEty.2H 2H Bmag0692 3,66 18,28-26,33 0,084 18,5

Aktywnos$¢ antyoksydantéow

ATT QdATf.6H 6H ConsensusGBS0136-7 4,36 0-2,75 -0,019 20

Wyttuszczono funkcjonalne geny kandydackie zmapowane w przedziatach ufnoéci zidentyfikowanych QTL, LOD>10 oraz R%>30;
R? — wspotezynnik determinacji

Nie zidentyfikowano loci cech ilosciowych kolokalizujacych na mapie genetycznej
pod wzgledem okreslonej cechy w obu analizowanych rezimach wodnych, czyli takich, ktore
wplywalyby na jej wyksztalcenie niezaleznie od warunkdéw prowadzonego doswiadczenia.
Zlokalizowano natomiast rejony, gdzie zmapowano co najmniej dwa QTL o pokrywajacych
si¢ calkowicie lub czeSciowo przedziatach ufnosci, kontrolujgce rdézne parametry
fizjologiczne i biochemiczne, czesto w odmiennych wariantach nawodnienia. Ogétem
wyrozniono 11 hotspotow grupujacych 61% wszystkich zmapowanych loci cech ilosciowych
(Tabela 4.16., Rysunek 4.5.). Najwigcej (4) rejonow tego typu zidentyfikowano
w chromosomie 2H. Zawieraty one od 2 to 5 QTL reprezentujacych wszystkie analizowane
kategorie fenotypowe w kazdym wariancie doswiadczenia. Trzy hotspoty grupujace od 2 do
6 QTL zlokalizowano w dystalnym fragmencie dtugiego ramienia chromosomu 3H,

natomiast 2 rejony zawierajace po 2 QTL kazdy, wyznaczono w chromosomie 5H.
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Tabela 4.15 c. Charakterystyka QTL zidentyfikowanych dla indeksow stresu (SI)
obliczonych dla analizowanych cech fizjologicznych i biochemicznych

Wskaznik stresu (SI)

Cecha Przedzial Efekt R2

Symbol QTL Chr. Najblizszy marker LOD ufnosci QTL

[cM] addytywny [%0]

Bilans wodny
WC QdsiWC.5H_3 5H  X71362.1 4,98 41,96-44,59 6,097 23,6
Fotosynteza
ABS/RC  QdsiABS/RC.7H_3 TH  2378-498 3,68 13,39-17,73 3,663 16,7
TRJ/RC  QdsiTRo/RC.5H_3 S5H  3477-1248 3,84 64,75-65,63 -2,242 14,4

QdsiTRo/RC.7H_3 TH  2378-498 419 11,39-17,73 2,399 16,5
ETo/RC QdsiETo/RC.5H_3 SH  AK364080.1 3,57 49,85-50,94 3,310 16,2
DIo/RC QdsiDIlo/RC.5H_2 5H  4570-591 3,61 16,46-18,57 15,007 18,1
gP QdsigP.7H_2 7H ABCO03024-1-3-368 3,00 11,98-13,36 4,848 15,5
qE QdsigE.7H_3 7H  5796-1189 3,15 9,85-11,21 6,305 14,5
Zawarto$¢é osmoprotektantéow i hormonéw
Glu QdsiGlu.2H 2H  5880-2547 581 14,03-14,23 -107,193 25,7
Sach QdsiSach.3H_2.1 3H EBmac0708 4,88 16,02-18,08 405,162 60,8

QdsiSach.3H_2.2 3H  265-1229 4,29 31,01-3529 -400,512 54,6
Mal QdsiMal.5H_3 5H GBM5008 3,28 37,50-38,03 17,274 15,5
Aktywnos$¢ antyoksydantéw
GTf QdsiGTf.7H_3 7TH  6628-1302 3,09 21,05-26,34 60,182 16
GTt QdsiGTt.3H_2 3H  265-1229 14,1 32,01-3529 -248,340 82,1

Wyttuszczono funkcjonalne geny kandydackie zmapowane w przedziatach ufnosci zidentyfikowanych QTL, LOD>10 oraz R%>30;
R? — wspbtczynnik determinacji

W chromosomie 6H zidentyfikowano hotspot zawierajacy siedem QTL dla parametrow
szybkiej kinetyki fluorescencji chlorofilu a w warunkach optymalnego nawodnienia, co
stanowi prawie 90% ogotu QTL zmapowanych w tej grupie sprzezen. Do hotspotu
zlokalizowanego w chromosomie 7H, zakwalifikowano 2 QTL dla wskaznikow stresu (Sl)
parametrow ABS/RC i TRo/RC.

Sposréd analizowanych w tej pracy 67 funkcjonalnych genow kandydackich,
zidentyfikowano 7 genow W rejonach przedziatow ufnosci dla 11 QTL (Tabela 4.17.). Cztery
Z nich to geny wytypowane na podstawie wynikow réznicowej analizy transkryptomow lisci
i korzeni odmian ‘Maresi’ i Cam/B1/Cl. Gen AKS356764.1, kodujacy transketolaze
i zmapowany w chromosomie 2H, kolokalizowat z rejonem obejmujgcym cztery loci cech
ilosciowych: dla zawartosci (WC) i utraty (WL) wody z liscia, TRo/RC w warunkach stresu
suszy oraz dla SI zawartosci glukozy. Gen X71362.1 z chromosomu 5H, kodujacy biatko
z grupy dehydryn, zmapowany zostat w pozycji maksymalnej warto$ci krzywej LOD dla
ETo/RC w warunkach optymalnego nawodnienia oraz SI zawartosci wody (WC) w lisciu.
Pozostale geny kandydackie kolokalizowaty z pojedynczymi QTL. Gen AK353596.1, dla

biatka o aktywnos$ci peroksydazy, zlokalizowano w chromosomie 2H w rejonie QTL

103



Tabela 4.16. Charakterystyka zidentyfikowanych regionow typu hotspot

Hotspot | Cecha Xﬁ?g?nt Nazwa QTL Chromosom gReer{gtny(r:l;nref}a[?:ll\e;l]
TRo/RC S QdTRo/RC.2H.1
wC S QdwC.2H

gHS2.1 WL S QdWL.2H 2H 10,92—14,63
CAT K QcCAT.2H
glukoza Sl QdsiGlu.2H
prolina S QdPro.2H.1

gHS2.2 etylen S QdEty.2H 2H 16,28—29,33
rafinoza K QcRaf.2H
prolina S QdPro.2H.2

gqHS2.3 TRo/CS K QcTRo/CS.2H 2H 118,27-118,63
ABS/CS K QCcABS/CS.2H

gHs24 | ETORC S QETo/RC.2H 2H 129,13-145,34
Ppo K Qcpsi_po.2H
maltoza S QdMal.3H_2.1
prolina S QdPro.3H_2.1

qHS3.1 Dlo/CS K QcDlo/CS.3H_2.1 3H 14.02-19.08
TRo/CS K QcTRo/CS.3H_2.1
ABS/CS K QCcABS/CS.3H_2.1
sacharoza Sl QdsiSach.3H_2.1
prolina S QdPro.3H_2.2
DIo/CS K QcDIlo/CS.3H_2.2

qHS3.2 TRo/CS K QcTRo/CS.3H_2.2 3H 30,01-35,29
ABS/CS K QCcABS/CS.3H_2.2
y-tokotrienol Si QdsiGTte.3H_2
sacharoza Sl QdsiSach.3H_2.2

qHS3.3 maltoza S QdMal.3H_2.2 3H 36,75-42,52
RWC K QCRT.3H_2.2

qHS5.1 TRo/CS K QcTRo/CS.5H_2 5H 2156
ABS/CS K QCcABS/CS.5H_2

qHss2 | W€ S| QusiWC.5H_3 5H 41,96-44,59
ETo/RC K QCcETo/RC.5H_3
Fv’/Fm’ K QcFv/Fm.6H
(1-B)av K Qc1-Bv.6H
Dlo/CS K QcDlo/CS.6H

qHS6.1 | DI/RC K QcDIo/RC.2H 6H 18,74-21,22
ETo/RC K QCcETo/RC.6H
TRo/RC K QcTRo/RC.6H
ABS/RC K QcABS/RC.6H

qHS7.1 TRo/RC SI stiTRo/RC.?H_3 7H 11,39-17.73
ABS/RC Sl QdsiABS/RC.7H_3

S — warunki stresu suszy; K — warunki optymalnego nawodnienia; S| — wskaznik stresu

dla ETo/RC w stresie suszy, a locus AK364080.1, kodujacy proteaze cysteinowa
z chromosomu 5H, zmapowano w maksimum LOD dla SI tej samej cechy. Sposrod genow
kandydackich wybranych na podstawie danych literaturowych, trzy zmapowano w rejonach
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QTL dla cech fizjologicznych i biochemicznych w warunkach optymalnego nawodnienia.
Gen HVABI5, kodujacy czynnik transkrypcyjny z rodziny AREB/ABF, zlokalizowano
w pozycji maksymalnej wartosci LOD w chromosomie 5SH dla TRo/RC, a gen HvHsdr4
odpowiedzialny za bialko aktywujace GTP-az¢ z rodziny Rho, w chromosomie 3H dla
Dlo/CS. Ostatni z genéw, ADC1 kodujacy dekarboksylaze argininowa, kolokalizowat z QTL
dla zawarto$ci maltozy w chromosomie 7H.

Tabela 4.17. Charakterystyka funkcjonalnych gendéw kandydackich kolokalizujacych
ze zmapowanymi QTL

Gen Produkt War. Pozycja
kandydacki MLOC bialkowy Chr. Symbol QTL Hotspot Cecha dosw. [cM]
QdWL.2H WL S 14,03
dWC.2H WC
AK356764. g/l LOC_ transketolaza 2H Q qHS2.1
1 1709 QdTRo/RC.2H.1 TRo/RC S
QdsiGlu.2H Glu Sl
i dsiwC.5H_3 WC Sl 42,60
X71362.1 - biatkozgrupy 5, Q - qHS5.2
dehydryn QCcETo/RC.5H_3 ETJ/RC K
Biatko
AK353596. MLOC_ - = iiywnosei ~ 2H  QdETO/RC2H - ET/RC S 143,34
1 65477
peroksydazy
AK364080. MLOC_ proteaza .
1 18612 cysteinowa 5H  QdsiETo/RC.5H 3 — ETo/RC Sl 50,94
czynnik
MLOC_ transkrypcyjny
HVABI5 66546 7 rodziny 5H QcTRo/RC5H 3 - TRo/RC K 0,00
AREB/ABF
MLOC biatko
HvHsdr4 — aktywujace GTP- 3H  QcDIlo/CS.3H_2.1 - DIlo/CS K 14,02
43556 .
aze¢ z rodziny Rho
HvaDC1 ~ MLOC_ dekarboksylaza o, o171 12 - Mal K 16,66

39205  argininowa

S — warunki stresu suszy; K — warunki optymalnego nawodnienia; S| — wskaznik stresu

4.5.3. Adnotacja funkcjonalna pozycyjnych genow kandydackich zidentyfikowanych
w przedzialach ufnosci QTL dla cech zwiazanych z reakcja na stres suszy

Integracja genetycznej 1 fizycznej mapy jeczmienia pozwolila na identyfikacje
ogotem 3198 pozycyjnych genow kandydackich zlokalizowanych w obrebie przedzialow
ufnosci dla 66 zmapowanych QTL, w tym 1101 genow specyficznych dla warunkéw stresu
suszy oraz wskaznikow stresu (SI) badanych cech fizjologicznych i biochemicznych (Tabela
4.18.; Rysunek 4.6.). Wyliczony stosunek miedzy fizycznymi odlegto§ciami mierzonymi
w parach zasad, a odlegtoSciami na mapie genetycznej wynosit srednio 2,11 Mpz/cM. Liczba
genow zidentyfikowanych w regionach QTL dla poszczegdlnych cech wahatla si¢ od 1 do

550 i byta skorelowana z wielkoscig przedziatu ufnosci wyrazong w cM (r = 0,39).
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Tabela 4.18. Integracja genetycznej oraz fizycznej mapy genomu jgczmienia

Rejon na
S L ot SR P Ao b
[cM]
Bilans wodny
1| QdWL.2H S WL 2H | 2:22643528:26072559 14,03—14,23 21
2 | QdWL.5H_3 S WL 5H |5:506412662:507130283 | 57,16—59,59 23
3| QdWL.7H_2 S WL 7H | 7:52781716:61982602 23,72—25,99 59
4| QdWC.2H S wcC 2H | 2:22643528:26072559 14,03-14,23 21
5| QcRWC.2H K RWC 2H | 2:608740116:610020328 | 126,13—127,13 59
6 | QCRWC.3H_2.1 K RwWC 3H | 3:550605291:550652504 | 28,04—28,83 5
7 | QcRWC.3H_2.2 K RWC 3H | 3:558174662:558993852 | 37,59—42,52 26
8 | QcWC.2H K wcC 2H | 2:388026062:439836589 | 54,46—56,46 434
9| QcWC.3H_1 K wcC 3H | 3:507756627:509179555 | 104,52—104,83 | 42
10 | QdsiWC.5H_3 Sl wWC 5H | 5:489228756:490243901 | 41,96—44,59 30
Fotosynteza
11 | QUABS/RC.2H.1 S ABS/RC 2H |2:10072371:18350151 5,42—8,31 140
12 | QJABS/RC.2H.2 S ABS/RC 2H | 2:590775680:593657396 | 119,60—120,57 38
13 | QdTRo/RC.2H.1 S TRo/RC 2H | 2:18351780:22647378 10,92—14,03 54
14 | QdTRo/RC.2H.2 S TRo/RC 2H | 2:545548207:547428085 | 66,78—67,71 65
15 | QJETo/RC.2H S ETo/RC 2H | 2:610024678:621267627 | 132,17—14534 | 176
16 | QdDIlo/CS.5H_3 S DIo/CS 5H |5:494046443:498813016 |51,79—52,38 56
17 | Qd1-Bv.7H_2 S (1-B)av TH | 7:87544113:107893956 37,97—-40,35 136
18 | QcABS/RC.6H K ABS/RC 6H | 6:15888915:24884319 20,25—21,22 106
19 | QcTRO/RC.5H_3 K TRo/RC 5H |5:421391154-421394996 | 0-0,32 1
20 | QcTRo/RC.6H K TRo/RC 6H |6:15888915:24884319 20,25-21,22 106
21| QcETo/RC.5H_3 K ETo/RC 5H | 5:489228756:490243901 | 41,96-44,59 30
22 | QcETo/RC.6H K ETo/RC 6H |6:15888915:24884319 20,25-21,22 106
23| QcDlo/RC.2H K DIo/RC 6H | 6:15888915:24884319 20,25-21,22 106
24 | QcABS/CS.2H K ABS/CS 2H | 2:592594510-592597391 | 118,27-118,27 1
25| QcABS/CS.3H_2.1 K ABS/CS 3H | 3:541639145:550627716 | 14,02-18,08 124
26 | QCABS/CS.3H_2.2 K ABS/CS 3H | 3:556921351:559196047 | 31,01-35,29 80
27 | QcABS/CS.5H_2 K ABS/CS 5H |5:302014386:305842804 | 21,56-21,56 46
28 | QcTRo/CS.2H K TRo/CS 2H | 2:591263825:592597391 | 118,27-118,32 17
29 | QcTRo/CS.3H_2.1 K TRo/CS 3H | 3:541639145:550627716 | 16,02-18,08 124
30| QcTRoO/CS.3H_2.2 K TRo/CS 3H | 3:556921351:559196047 | 30,01-34,01 80
31| QcTRo/CS.5H_2 K TRo/CS 5H |5:302014386:305842804 | 21,56-21,56 46
32| QcDlo/CS.3H_2.1 K Dlo/CS 3H | 3:541636846:550627716 | 16,02-18,08 125
33| QcDlo/CS.3H_2.2 K Dlo/CS 3H | 3:556921592:558920662 | 30,01-34,01 68
34| QcDlo/CS.6H K Dlo/CS 6H | 6:15677659:15890631 18,74-20,25 14
35| Qcfi_po.3H_1.1 K QOpo 3H | 3:35858074:48090114 32,33-36,69 104
36 | Qcfi_po.3H_1.2 K Ppo 3H | 3:427703074:432753152 | 57,79-59,70 112
37 | Qepsi_po.2H K Vo 2H | 2:605431934:621266081 | 129,13-138,17 | 281
38| Qcl-Bv.6H K (1-B)av 6H |6:15888915:24884319 20,25-21,22 106
39 | QcFv/Fm.6H K Fv’/Fm’ 6H | 6:15888915:24884319 20,25-21,22 106
40 | QdsiABS/RC.7H_3 SI ABS/RC 7H 7:549627972:570598564 13,39-17,73 179
41| QdsiTRo/RC.5H_3 Sl TRo/RC 5H | 5:510654233:514427812 | 64,75-65,63 47
42| QdsiTRo/RC.7H_3 Sl TRo/RC 7H | 7:549627201:570598564 | 11,39-17,73 180
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Tabela 4.18. cd.

Rejon na
wNaaoTL WA oo o, |Remanaemape | Liata

[cM]
43 | QdsiETo/RC.5H_3 Sl ETo/RC 5H 5:498838285:499125794 | 49,85-50,94 16
44| QdsiDIlo/RC.5H_2 Sl DIo/RC 5H 5:52235365:83779551 16,46-18,57 275
45 | QdsigP.7H_2 Sl gP 7H 7:28143751:36984605 11,98-13,36 90
46 | QdsigE.7H_3 Sl qE 7H 7:547253062:567158278 | 9,85-11,21 150
Zawarto$¢ osmoprotektantow i hormonow
47 | QdPro.2H.1 S prolina 2H 2:29185206:45887891 19,28-28,33 88
48 | QdPro.2H.2 S prolina 2H 2:592601560:592621267 | 118,44-118,63 5
49 | QdPro.3H_2.1 S prolina 3H 3:541639146:550627716 | 15,02-19,08 124
50 | QdPro.3H_2.2 S prolina 3H 3:556921592:558920662 | 33,01-35,29 68
51 | QdEty.2H S etylen 2H 2:29185206:45887891 18,28-26,33 88
52 | QdMal.3H_2.1 S maltoza 3H 3:541639146:550627716 | 17,02-18,08 124
53| QdMal.3H_2.2 S maltoza 3H 3:558758191:558993852 | 36,75-42,52 11
54 | QcSach.5H_3 K sacharoza 5H 5:504783183:505228489 | 55,55-56,54 5
55| QcRaf.1H_1 K rafinoza 1H 1:14307374:18200214 33,95-34,34 15
56 | QcRaf.2H K rafinoza 2H 2:29182003:45887891 16,28-29,33 89
57 | QcMal.7H_1.1 K maltoza 7H 7:5355159:61982602 1,79-5,69 550
58 | QcMal.7H_1.2 K maltoza ™H 7:11024780:19327908 16,36-20,66 71
59 | QdsiGlu.2H Sl glukoza 2H 2:22643528:26072559 14,03-14,23 21
60 | QdsiSach.3H_2.1 Sl sacharoza 3H 3:541639146:550627716 | 16,02-18,08 124
61 | QdsiSach.3H_2.2 Sl sacharoza 3H 3:556921592:558920662 | 31,01-35,29 68
62 | QdsiMal.5H_3 Sl maltoza 5H 5:481377934:484720180 | 37,50-38,03 52
Aktywno$¢ antyoksydantow
63 | QJATT.6H S a-tokoferol 6H 6:4639195:7881976 0-2,75 51
64 | QcCAT.2H K CAT 2H 2:22162411:26072559 14,23-14,63 44
65 | QdsiGTf.7H_3 Sl y-tokoferol 7H 7:570370503:570598564 | 21,05-26,34 9
66 | QdsiGTte.3H_2 Sl y-tokotrienol | 3H 3:556921592:558920662 | 32,01-35,29 68

S — warunki stresu suszy; K — warunki optymalnego nawodnienia; S| — wskaznik stresu

W rejonach QTL dla parametréw opisujacych bilans wodny oraz aktywnos¢
antyoksydantéw wyszczegolniono ogotem, odpowiednio, 699 i 172 geny, specyficzne dla
poszczegolnych wariantow doswiadczenia. W przedziatach ufnosci QTL dla fotosyntezy
zidentyfikowano az 2004 geny. Zaobserwowano, ze ok. 30% gendéw potencjalnie
kontrolujgcych ten proces w stresie suszy, znajduje si¢ rowniez W rejonach QTL
warunkujacych badane parametry w warunkach kontrolnych. Jeszcze wigksza redundancje
stwierdzono wsrod 933 genow dla zawartosci osmoprotektantéw i hormonow. Podobnie
jak w przypadku fotosyntezy, ok 30% genow z regionéw QTL zidentyfikowanych dla
warunkow deficytu wody moze kontrolowaé te cech¢ przy optymalnym nawodnieniu.

Wsréd pozostaltych gendéw charakterystycznych dla tego rezimu wodnego, az 96%
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Pozycyjne geny kandydackie zidentyfikowane
w przedzialach ufnosci 66 zmapowanych QTL
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Rysunek 4.6. Pozycyjne geny kandydackie zidentyfikowane w przedziatach ufnosSci
zmapowanych QTL dla cech reprezentujacych badane kategorie fenotypowe i analizowane

warianty doswiadczenia.
S — warunki stresu suszy; K — warunki optymalnego nawodnienia; S| — wskaznik stresu
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zidentyfikowano takze dla wskaznikow stresu (SI) zawartosci analizowanych zwigzkow
chemicznych.

W wyniku bioinformatycznej analizy wzbogacania terminéw Ontologii Genow
zidentyfikowano ogétem 187 roznych proceséw biologicznych, statystycznie
nadreprezentowanych wsrod genow charakterystycznych dla analizowanych kategorii
fenotypowych w stosunku do czgstosci ich wystepowania w genomie jeczmienia. Dla
warunkoéw optymalnego nawodnienia, zgodnie z oczekiwaniami, wyznaczono Ontologie
Gendw zwigzane z procesami determinujgcymi ksztattowanie si¢ cech morfologicznych,
anatomicznych oraz fizjologicznych, charakterystycznych dla prawidlowego wzrostu
i funkcjonowania organizméw roslinnych. Zidentyfikowano m.in. procesy zwigzane
z rozwojem organdOw, sygnalingiem wewnatrzkomorkowym, transpiracja, synteza
zwigzkow chemicznych, transportem roznych substancji oraz odpowiedzig na zranienie
lub infekcje. Terminy GO wspoélne dla obu reziméw wodnych zwigzane byly glownie
z fosforylacja biatek, oddziatywaniem komorka-substrat, homeostaza redoks,
metabolizmem pentoz oraz funkcjonowaniem wiokien cytoszkieletu (Aneks 6.). Procesy
biologiczne powigzane z genami zidentyfikowanymi w przedziatach ufnosci dla QTL
zmapowanych w warunkach niedoboru wody oraz QTL dla wskaznikow stresu (SI)
analizowanych parametrow, skorelowane byly wyraznie z odebraniem przez rosliny
sygnatu o zaistnieniu czynnika stresowego (Rysunek 4.7.). Ogétem, w wyniku analizy
wzbogacania terminow GO wyznaczono 143 geny zaangazowane w funkcjonowanie
procesOw biologicznych statystycznie nadreprezentowanych w genomie w zwigzku
z wystgpieniem stresu suszy (Aneks 7.). Szczegétowa analiza tych gendw, polegajaca
gtéwnie na poréwnaniu funkcji ich produktow biatkowych z ortologami u A. thaliana,
pozwolila na wybor 46 najbardziej obiecujacych pozycyjnych gendéw kandydackich,
ktore z duzym prawdopodobienstwem zaangazowane sa w wyksztatcenie badanych cech
fizjologicznych i biochemicznych w warunkach stresu suszy (Tabela 4.19.). Stwierdzono,
ze 17% genow zlokalizowanych w przedziatach ufnos$ci QTL dla cech opisujacych bilans
wodny w warunkach stresu niedoboru wody zwigzanych jest z procesami
oksydoredukcyjnymi. Geny MLOC 5505 i MLOC 69302, kodujace odpowiednio
enzymy z grupy dehydrogenaz oraz peroksydaz, zidentyfikowano w hotspocie qHS2.1
w przedziatach ufnosci QTL dla zawarto$ci oraz utraty wody z liScia, a takze wskaznika
stresu (SI) zawartosci glukozy oraz aktywno$ci katalazy w warunkach kontrolnych.

Kolejne geny uczestniczace w procesach utleniania 1 redukcji wyznaczono
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0,05 p-warto$¢ 6,8E-05

Aktywno$é Zawarto$é¢
Bilans wodny antyoksydantow Fotosynteza osn}oprotekt?ntow Termin GO  Proces biologiczny
i hormonéw
S Sl S Sl S Sl S Sl

G0:0009734  auxin mediated signaling pathway

G0:0006457  protein folding

G0:0090414  molyhdate ion export from vacuole

G0:0034486  vacuolar transmembrane transport

G0:0000103  sulfate assimilation

GO0:0055114  oxidation-reduction process

GO0:0070291  N-acylethanolamine metabolic process
GO0:0006298  mismatch repair

G0:0046394  carboxylic acid biosynthetic process

G0:0016053  organic acid biosynthetic process

G0:0009408  response to heat

G0:0009644  response to high light intensity

G0:0010023  proanthocyanidin biosynthetic process
GO0:0006593  ornithine catabolic process

GO0:0043462  regulation of ATPase activity

G0:0032324  molybdopterin cofactor biosynthetic process
GO0:0006777  Mo-molybdopterin cofactor biosynthetic process
G0:0042542  response to hydrogen peroxide

GO0:0009092  homoserine metabolic process

GO0:0071266 'de novo' L-methionine biosynthetic process
GO0:0046909  intermembrane transport

G0:1900457  regulation of brassinosteroid mediated signaling pathway
G0:1901038  cyanidin 3-O-glucoside metabolic process
G0:1901804  beta-glucoside metabolic process

G0:0019544  arginine catabolic process to glutamate
G0:0010322  regulation of isopentenyl diphosphate biosynthetic process
GO0:0071071  regulation of phospholipid biosynthetic process
GO0:0009582  detection of abiotic stimulus

GO0:0035510 DNA dealkylation

GO0:0080111  DNA demethylation

G0:0008272  sulfate transport

G0:0043067  regulation of programmed cell death
GO0:0009094  L-phenylalanine biosynthetic process
G0:1902223  phosphoenolpyruvate family amino acid biosynthetic process
G0:0009652  thigmotropism

G0:0042343 indole glucosinolate metabolic process
GO0:0043447  alkane biosynthetic process

GO0:0009581  detection of external stimulus

GO0:0006869 lipid transport

GO0:0042939 tripeptide transport

G0:0072337  modified amino acid transport

GO0:0034635  glutathione transport

G0:0007219  Notch signaling pathway

GO0:0006114  glycerol biosynthetic process

GO0:0006423  cysteinyl-tRNA aminoacylation

GO0:0006121  mitochondrial electron transport, succinate to ubiquinone
GO0:0006561 proline biosynthetic process

G0:0009688  abscisic acid biosynthetic process

GO0:0045087  innate immune response

G0:0006809 nitric oxide biosynthetic process

G0:0046209  nitric oxide metabolic process

GO0:0015840  urea transport

G0:0006952  defense response

G0:0015937  coenzyme A biosynthetic process

G0:0034030  ribonucleoside bisphosphate biosynthetic process
G0:0034033  purine nucleoside bisphosphate biosynthetic process
GO0:0010050  vegetative phase change

G0:0046164  alcohol catabolic process

G0:0033866  nucleoside bisphosphate biosynthetic process
G0:0010091  trichome branching

GO0:0030004  cellular monovalent inorganic cation homeostasis
GO0:0006261 DNA-dependent DNA replication

GO0:0019605  butyrate metabolic process

GO0:0051211  anisotropic cell growth

GO0:0007000  nucleolus organization

G0:2000067  regulation of root morphogenesis

G0:0051555  flavonol biosynthetic process

GO0:0051554  flavonol metabolic process

G0:0051553  flavone biosynthetic process

GO0:0051552  flavone metabolic process

G0:0019287  isopentenyl diphosphate biosynthetic process, mevalonate pathway
GO0:0006551  leucine metabolic process

GO0:0034051  negative regulation of plant-type hypersensitive response
G0:0008380  RNA splicing

GO0:0006904  vesicle docking involved in exocytosis
GO0:0051052  regulation of DNA metabolic process
G0:0048572  short-day photoperiodism

G0:0045814  negative regulation of gene expression, epigenetic
G0:0010017  red or far-red light signaling pathway
G0:0010024  phytochromobilin biosynthetic process
G0:0044205  'de novo' UMP biosynthetic process

G0:0010258 NADH dehydrogenase complex (plastoquinone) assembly

.

Rysunek 4.7. Procesy biologiczne statystycznie nadreprezentowane w grupach genow dla

analizowanych kategorii fenotypowych pod wzgledem warunkéw stresu suszy (S) oraz

wskaznikow stresu (SI) w stosunku do czgsto$ci ich wystgpowania w genomie jgczmienia.
110



w chromosomie 7H w rejonie QTL dla utraty wody z liscia. Byly to MLOC 6299,
ktorego produkt biatkowy zaangazowany jest w biosynteze dtugotancuchowych kwasow
thuszczowych, MLOC 4579 dla syntazy flawonowej oraz MLOC 71498, kodujacy
komponent kanatu translokacyjnego uczestniczacego W transporcie biatek przez blony
chloroplastow. Innymi statystycznie nadreprezentowanymi procesami biologicznymi
w grupie gendéw dla bilansu wodnego byly: transport przez btony komorkowe
(MLOC_52403 kodujacy biatko zaangazowane w transport pecherzykowy), metabolizm
homoseryny i biosynteza L-metioniny (MLOC_ 71910 dla cystationiny gamma),
metabolizm 3-O-glukozydu cyjanidyny i beta-glukozydu (MLOC_36976 kodujacy UDP-
glikozylotransferaz¢) oraz  regulacja  $ciezki  sygnatowej  brasinosteroidow
(MLOC_72613, ktorego produktem biatkowym jest III kinaza receptorowa zawierajgca
domeng lektynowa). Wszystkie wybrane geny kandydackie dla wskaznikoéw stresu (SI)
bilansu wodnego zidentyfikowano w hotspocie qHS5.2 grupujacym QTL dla zawartosci
wody w lisciu oraz ETo/RC w warunkach optymalnego nawodnienia. Stwierdzono, ze
17% z nich powigzanych jest z procesami syntezy kwasow karboksylowych.
Zidentyfikowano m.in. locus MLOC 18300, kodujacy dioksygenaze 9-Cis-
epoksykaroteinowa (NCED), bedaca kluczowym enzymem w biosyntezie ABA oraz
MLOC 53947 dla dehydrogenazy pirogronianowej, uczestniczgcej w biosyntezie
kwasow organicznych na terenie chloroplastow. Pozostale terminy GO skorelowane z SI
dla bilansu wodnego to biosynteza proliny i kwasu abscysynowego oraz katabolizm
ornityny i argininy (MLOC_35821 dla aminotransferazy ornitynowej), a takze regulacja
aktywnosci ATP-azy i odpowiedz na ciepto (MLOC_37449 kodujacy biatko Dnal).

Dla zwigzkow zaangazowanych w procesy antyoksydacyjne w stresie suszy
zidentyfikowano pojedynczy QTL dla zawartosci a-tokoferolu w chromosomie 6H.
Procesami nadreprezentowanymi w grupie gendéw kandydackich dla tej cechy byly
biosynteza difosforanu izopentenylu, regulacja biosyntezy fosfolipidow, metabolizm
tlenku azotu i glukozynolanéw indolowych. Szczegdétowa analiza pozwolita na
identyfikacj¢ locus MLOC 63263 kodujacego biatko zwigzane z tlenkiem azotu (NO),
zlokalizowane na terenie chloroplastow i mitochondridow, uczestniczace w usuwaniu ROS
oraz MLOC 57100, ktorego produkt biatkowy zaangazowany jest w synteze flawonoli.
Stwierdzono, ze wylonione geny dla wskaznikéw stresu (S1) zawarto$ci antyoksydantow
zlokalizowane sg w silnym hotspocie qHS3.2, grupujacym przedzialy ufnosci QTL dla
sze$ciu cech m.in. SI dla zawarto$ci y-tokotrienolu i sacharozy oraz zawartosci proliny

w warunkach stresu. Gen MLOC 73233, kodujacy O-metylotransferaze powigzany
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zostal z procesami biosyntezy oraz metabolizmu flawonéw i flawonoli, natomiast
MLOC_58872 kodujacy akwaporyne, z transportem wody i mocznika przez btony
komoérkowe.

Na podstawie analizy wzbogacania termindw GO ws$rdd pozycyjnych
kandydatow zlokalizowanych w przedziatach ufnosci QTL charakteryzujacych
fotosynteze w warunkach niedoboru wody, wytoniono stosunkowo liczng grupe genow
zwigzanych z faldowaniem bialek, reakcjg na ciepto, wysokie natezenie Swiatta oraz
nadtlenek wodoru. Byty to gtownie loci w chromosomach 2H i 7H kodujace biatka szoku
cieplnego (m.in. MLOC 568, MLOC_31567, MLOC_41281) oraz chaperony
(MLOC_51927 i MLOC_54083), ktére zaangazowane sg dodatkowo w fatldowanie biatek
kompleksu RuBisCO na terenie chloroplastow. Ciekawa grupe stanowia trzy loci:
MLOC 15256, MLOC_19075, MLOC 38928, zlokalizowane w chromosomach 2H
i 5H, kodujace chloroplastowe sulfulyrazy uczestniczace w asymilacji zwigzkoéw siarki.
W chromosomie 5SH zidentyfikowano réwniez geny powigzane z percepcja bodzcow
abiotycznych, mianowicie locus MLOC 824 dla biatka fotoreceptorowego oraz
MLOC 60235 kodujacy biatko histonowe zaangazowane w remodeling chromatyny po
zadzialaniu czynnika stresowego. Wsrdd funkcjonalnych ontologii skorelowanych ze
wskaznikami stresu (Sl) dla cech opisujgcych proces fotosyntezy wyrdzniono trzy gtowne
grupy. Pierwsza stanowily procesy zwigzane z modyfikacjami struktury DNA, z ktorymi
powigzano dwa loci, MLOC 53029 i MLOC 11707, ktérych produkty biatkowe
zaangazowane s3 w naprawe uszkodzonego DNA. Kolejng grupe stanowily geny
zwigzane z transportem lipidow przez blony komorkowe, np. MLOC_51456
zlokalizowany w hotspocie gHS7.1, ktory grupowat QTL dla wskaznikow stresu TRo/RC,
ABS/RC 1 gE. Geny nalezace do ostatniej z wyr6znionych grup zwigzane byly z regulacja
fotoperiodyzmu (MLOC 6879 i MLOC 19228) oraz $ciezka sygnalng indukowang
swiattem czerwonym (MLOC 20045 1 MLOC 53845).

Wsrod pozycyjnych gendéw kandydackich dla zawarto$ci osmoprotektantow
1 hormonéw dominowaty loci wspolne dla warunkow stresu suszy oraz jego wskaznika.
Szczegotowa analiza pozwolita na identyfikacje czterech genéw dla bialek
chloroplastowych, zlokalizowanych w obrebie hotspotu qHS3.1, wyr6znionego w rejonie
naktadajacych si¢ przedziatow ufnosci QTL dla SI zawartosci sacharozy oraz zawartosci
proliny i maltozy w stresie suszy, a takze trzech parametrow opisujacych przebieg
fotosyntezy w warunkach kontrolnych. Produkt biatkowy genu MLOC_174

zaangazowany jest w komorkowg odpowiedZz na stresy poprzez uczestnictwo
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w transporcie glutationu, natomiast fosfataza-3-glicerolu kodowana przez MLOC_40292,
bierze udzial w biosyntezie tego zwigzku. Locus MLOC 70465 koduje enzym
uczestniczaCy w biosyntezie fitochromow, a produktem biatkowym genu MLOC 13836
jest podjednostka oksydoreduktazy NADH-chinon, zaangazowana w transport
elektrondéw w fazie jasnej fotosyntezy. Wsrod gendw kandydackich dla zawarto$ci
osmoprotektantow 1 hormonéw, charakterystycznych wylacznie dla stresu suszy
wyloniono dwa geny zlokalizowane w hotspocie qHS2.3. Biatko kodowane przez locus
MLOC_65646 uczestniczy w biosyntezie molibdopteryny, a produkt genu MLOC 22343
zaangazowany jest w transport molibdeniandéw oraz siarczanéw. Statystycznie
nadreprezentowanymi procesami biologicznymi w grupie gendéw charakterystycznych
dla wskaznikéw stresu (SI) byty, podobnie jak dla bilansu wodnego w stresie suszy,
metabolizm 3-O-glukozydu cyjanidyny i beta-glukozydu (MLOC_36976) oraz regulacja
Sciezki sygnatowej brasinosteroidow (MLOC 72613). We fragmencie genomu
pokrywajacym si¢ z regionem QTL dla wskaznika stresu zawarto$ci maltozy
w chromosomie 5H wyrdzniono roéwniez gen MLOC 58506, kodujacy biatko

indukowane auksyna.
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Tabela 4.19. Charakterystyka pozycyjnych genow kandydackich, wytypowanych na podstawie analizy wzbogacania terminow GO, ktére z duzym
prawdopodobienstwem zaangazowane sg w wyksztatcenie badanych parametrow fizjologicznych i biochemicznych w warunkach stresu suszy

MLOC Hotspot QTL Termin GO Proces biologiczny Produkt biatkowy SrAtotIr?gliana Funkcja produktu bialkowego u A. thaliana
Bilans wodny - susza
Oksygenaza zalezna od 2- Uczestniczy w procesach utleniania i redukcji
MLOC_4579 - QdWL.7H_2 G0:0055114 oxidation-reduction process oksoglutaranu i Fe(l1)/Syntaza AT5G20400 . ywp -
Zaangazowany w transport azotu.
flawonowa
QdWL.2H, QdWC.2H, . . . Uczestniczy w procesach utleniania i redukcji.
MLOC_5505 gqHS2.1 QasiGIu.2H, QcCAT.2H G0:0055114 oxidation-reduction process Dehydrogenaza mleczanowa ATA4G17260 Zaangazowany w odpowiedz na stres solny i ABA.
MLOC_6299 - QdWL.7H_2 G0:0055114 oxidation-reduction process Acyl-CoA oksydaza 2 AT5G65110 glfszjcs;zl‘;?;ﬁv biosyntezie dlugofaficuchowych kwasow
QdWL.2H, QdWC.2H, _ . . - ) .
MLOC_69302 gqHS2.1 QasiGIu.2H, QcCAT.2H G0:0055114 oxidation-reduction process Peroksydaza askorbinianowa | AT1G07890 Uczestniczy w katabolizmie nadtlenku wodoru.
Komponent kanafu Uczestniczy w procesach utleniania i redukcji oraz
MLOC_71498 | — QIWL.7H_2 GO:0055114 oxidation-reduction process | translokacyjnego zalezny od AT4G25650 ZYWP <l
- transporcie biatek przez btony chloroplastow.
protochlorofilidu
MLOC_52403 - QdWL.7H_2 G0:0046909 intermembrane transport Biatko blonowe zwigzane AT5G11150 Uezestniczy w trans}.)ome biatek orazp r?ces1e
Z transportem pecherzykowym egzocytozy. Zaangazowany w odpowiedz na stres solny.
QdWL.2H, QdWC.2H, . regulation of brassinosteroid 111 kinaza receptorowa . o
MLOC_72613 gHS2.1 QasiGIu.2H, QcCAT.2H G0:1900457 mediated signaling pathway zawierajaca domene lektynowa AT5G02800 Uczestniczy w fosforylacji biatek.
homoserine metabolic
: 2 Lo i i i ioniny.
MLOC_71910 B QIWL.7H 2 G0:000909: process Cystationina gamma AT3G57050 Enzm uczestniczacy w biosyntezie rrrletlomny
= : - — Zlokalizowany na terenie chloroplastow.
de novo' L-methionine
G0:0071266 . -
biosynthetic process
. cyanidin 3-O-glucoside
MLOC_36976 | gHS2.1 83\5':’(;5';HQ8\:(’:CAZTH2H 60:1901038 metabolic process UDP-glikozylotransferaza AT1G64910 | Uczestniczy w reakcji przenoszenia grupy glikozydowe.
GO:1901804 beta-glucoside metabolic
process
Bilans wodny - SI
GO:0016053 organic acid biosynthetic
process
. carboxylic acid biosynthetic Dioksygenaza 9-cis- Kluczowy enzym w biosyntezie ABA. Zlokalizowany na
MLOC_18300 gHS5.2 QdsiWC.5H_3, G0:0046394 process epoksykarotenoidowa (NCED) ATIG783%0 terenie chloroplastow.
ETo/RC.5H isic acid bi i
QCETo/RC.5H_3 GO:0009688 abscisic acid biosynthetic

process



http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G20400
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT4G17260
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G65110
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT1G07890
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT4G25650
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G11150
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT3G57050
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT1G64910
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT1G78390

Tabela 4.20. cd.

MLOC Hotspot QTL Termin GO Proces biologiczny Produkt biatkowy SrAtotIr?gliana Funkcja produktu bialkowego u A. thaliana
GO:0016053 organic acid biosynthetic
' process
. carboxylic acid biosynthetic
conmE process Uczestniczy w biosyntezie L-fenyloalanin
MLOC 56414 | gHS5.2 | QdsiWC5H_3, _ L-phenylalanine biosynthetic | Dehydrataza prefenatowa AT5G22630 niczy ynte: yloalaniny.
G0:0009094 Zlokalizowany na terenie chloroplastow.
QCcETo/RC.5H_3 process
erythrose 4-
. phosphate/phosphoenolpyruv
6011902223 ate family amino acid
biosynthetic process
GO:0016053 organic acid biosynthetic
' process
GO:0046394 carboxylic acid biosynthetic
' process
G0:0006593 ornithine catabolic process . o S
QUsiWC 5H 3 Uczestniczy w katabolizmie argininy i ornityny oraz
MLOC_35821 qHS5.2 QcETo /F\; C 5_H’ 3 G0:0009413 response to flooding Aminotransferaza ornitynowa AT5G46180 akumulacji proliny. Zaangazowany w odpowiedZ na stres
- GO:0019544 arginine catabolic process to solny i ABA.
' glutamate
G0:0006561 proline biosynthetic process
G0:0045087 innate immune response
G0:0009408 response to heat
. . organic acid biosynthetic . . . i .
MLOC_53947 qHS5.2 QUsIWC 5H_3, 60:0016053 process Dehydrogenaza pirogronianowa AT1G30120 UCZGSt.n 1ezy w blosyme.zw kwaséw 01:gamcznych.
QCcETo/RC.5H_3 carboxylic acid biosynthetic Zlokalizowany na terenie chloroplastow.
G0:0046394 Drocess
QdsiWC.5H_3, GO:0043462 regulation of ATPase activity . Uczestniczy w faldowaniu biatek. Wiaze si¢ z biatkami
MLOC_37449 qHS5.2 QCcETo/RC.5H_3 Biatko DnaJ AT3GA44110 szoku cieplnego oraz ATP-aza. Reguluje czas
G0:0009408 response to heat Kwitnienia.
AKktywnos$¢ antyoksydantow - susza
MLOC 57100 | — QUAT.6H G0:0042343 ::Sf’;goﬁ:gi)orf)'c”:;:‘te O-metylotransferaza AT5G54160 | Uczestniczy w biosyntezie flawonoli.
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http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G22630
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G46180
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT1G30120
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT3G44110
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G54160

Tabela 4.20. cd.

MLOC Hotspot QTL Termin GO Proces biologiczny Produkt biatkowy SrAtOI!r?gliana Funkcja produktu bialkowego u A. thaliana
regulation of isopentenyl
. diphosphate biosynthetic
60:0010322 process, methylerythritol 4-
hosph h
rpe OUS&?JE E?t r\:\ézyholi i Bialko zwiazane z NO Uczestniczy w usuwaniu ROS oraz metabolizmie tlenku
MLOC_63263 | — QUATF.6H GO:0071071 bigsyn hetic pproceFS’S P alko zwigzane AT3GA47450 | azotu. Zlokalizowany na terenie chloroplastéw oraz
GO:0006809 nitric oxide biosynthetic mitochondriéw.
' process
GO:0046209 nitric oxide metabolic
' process
Aktywno$¢ antyoksydantow - Sl
QUsiGTte.3H 2 G0:0051554 flavonol metabolic process
gg;rsoai: §2H22 2 G0:0051555 flavonol biosynthetic process
MLOC_73233 | qHS3.2 QCABS /C£S 30 ' 2’ 2 O-metylotransferaza AT5G54160 Uczestniczy w biosyntezie flawonoli.
QcTRO/CS éH_z 2 ' G0:0051552 flavone metabolic process
QeDIo/CS 3H_2.2 G0:0051553 flavone biosynthetic process
QdsiGTte.3H_2,
QdPro.3H_2.2,
QdsiSach.3H_2.2, . Uczestniczy w transporcie wody i mocznika przez bony
MLOC_58872 | qHS3.2 QCABS/CS.3H 2.2, G0:0015840 urea transport Akwaporyna AT4G01470 Komérkowe.
QcTRo/CS.3H_2.2,
QcDIo/CS.3H_2.2
Fotosynteza - susza
G0:0006457 protein folding
MLOC 568 G0:0009408 response to heat ) ) )
MLOC_31567 | — Qd1-Bv.7H_2 50:0009644 response to high light ESJ‘F‘,‘ZOOSZ"I‘“ cieplnego zrodziny | Ar551440 | Biatko szoku cieplnego.
MLOC_41281 ' intensity
GO:0042542 response to hydrogen
' peroxide
. . . Biatko szoku cieplnego. Zaangazowane w faldowanie
MLOC 54083 | — Qd1-Bv.7H_2 G0:0006457 protein folding Chaperon AT4G04330

kompleksu RuBisCO na terenie chloroplastow.
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http://arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G47450
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G54160
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT4G01470
http://arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G51440
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT4G04330
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Tabela 4.20. cd.
Hotspot . A . Ortolog . . .
MLOC QTL Termin GO Proces biologiczny Produkt biatkowy U A thaliana Funkcja produktu bialkowego u A. thaliana
GO:0006457 protein folding
MLOC_5618 | — QdABS/RC.2H.1 GO:0009408 response to heat Bialko szoku cieplnego 90 kDa AT5G52640 Bialko szoku cieplnego.
G0:0006952 defense response
protein folding
G0:0006457
MLOC_51927 | — QJABS/RC.2H.1 G0:0009408 response to heat 60 kDa chaperonina AT2G28000 Biatko szoku c1e'plneg0‘ Zaangazowane w fzrikdowame
response to high light kompleksu RuBisCO na terenie chloroplastow.
G0:0009644 . .
intensity
GO:0042542 respopse to hydrogen
peroxide
MLOC_15256 | — QdABS/RC.2H.1 G0:0000103 sulfate assimilation ATP sulfurylaza, chloroplastowa | AT1G19920 Uczestniczy w szlaku asymilacji siarczanow.
MLOC_19075 | — QdDlo/CS.5H_3 G0:0000103 sulfate assimilation ATP sulfurylaza, chloroplastowa | AT4G14680 Uczestniczy w szlaku asymilacji siarczandw.
MLOC_38928 | — QdABS/RC.2H.1 G0:0000103 sulfate assimilation ATP sulfurylaza, chloroplastowa | AT3G22890 Uczestniczy w szlaku asymilacji siarczanow.
MLOC 51191 | — QdDIo/CS.5H_3 G0:0009408 response to heat Czynnik transkrypcyjny AT2G26150 | CZynnik ranskrypeyjny aktywowany stresem
aktywowany stresem oksydacyjnym, cieplnym i wysokim natgzeniem Swiatla.
GO:0010023 Blognthee proces Biosynteza ATP. Aktywny transportkatond
MLOC_75846 | — QJABS/RC.2H.2 Y p ATP-aza AT3G42640 tosynteza A LY. Aktywny transport kationow przez
. cellular monovalent blony komorkowe.
G0:0030004 ) . . .
inorganic cation homeostasis
G0:0009582 detection of abiotic stimulus
MLOC_824 - QdDlo/CS.5H_3 Fitochrom A AT1G09570 Fotoreceptor.
G0:0009581 detection of external stimulus
MLOC 36316 | — Qd1-Bv.7H_2 GO:0009408 response to heat Aneksyna 2 AT5GE5020 | Lczestniczy w wigzaniu jonow wapnia. Zaangazowany
w sekrecje polisacharydow z aparatu Golgiego.
G0:0009582 detection of abiotic stimulus
MLOC. 60235 | — QUDIO/CS 5H_3 G0:0009581 detection of external stimulus Histon H2A AT3G54560 f;a:f;i;;::f:s}évv\&l/ere;nodelmg chromatyny po zadziataniu
G0:0006952 defense response y go.
GO:0051052 regulation of DNA metabolic
process



http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G52640
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT2G28000
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT1G19920
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT4G14680
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT3G22890
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT2G26150
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT3G42640
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT1G09570
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G65020
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT3G54560

Tabela 4.20. cd.

QTL
MLOC Hotspot Termin GO Proces biologiczny Produkt bialkowy uO,I:Otlﬁgliana Funkcja produktu bialkowego u A. thaliana
Fotosynteza - Sl1
G0:0035510 DNA dealkylation
MLOC_53029 | — QdsigP.7H_2 Biatko naprawy DNA XRCC1 | AT1G80420 Uczestniczy w naprawie DNA.
G0:0080111 DNA demethylation
G0:0035510 DNA dealkylation
MLOC_11707 | — QdsiDIO/RC.5H_2 G0:0080111 DNA demethylation Glikozylaza DNA AT5G04560 ;sz)ztzsm'gﬁy W naprawie DNA przez wycinanie zasad
GO:0045814 negative regulation of gene wyen.
' expression, epigenetic
QUSITRO/RC.7H_3, Uczestniczy w transporcie lipidéw przez bton
MLOC_51456 | gHS7.1 QdsigE.7H_3, G0:0006869 lipid transport Bialko transportujace lipidy AT3G53980 | - y P praowp y
QdsiABS/RC.7H_3 omorkowe.
MLOC 3724 | - QUsiTRO/RC.5H_3 G0:0006869 lipid transport Bialko transportujace AT2G34690 | Uezestniczy w transporcie glikolipidow przez blony
glikolipidy komorkowe.
. negative regulation of gene
G0:0045814 : - . : ; ot
MLOC 6879 | — QdsiDIo/RC.5H_2 expression, epigenetic \]?V;f’rﬂ‘;irz‘;‘?’r?hwe na AT3G24440 | Uczestniczy w regulacji kwitnienia i metylacji histonéw.
G0:0048572 short-day photoperiodism 1¢
. R . . Reguluje poziom dNTP w komérkach. Uczestniczy
MLOC_20045 | — QUsiDIo/RC.5H_2 G0:0010017 red or far-red light signaling Kinaza difosforanu AT5G63310 | w sygnalingu auksyny i fototransdukji. Zalezny od
pathway nukleozydu ; .
stresu oksydacyjnego i UV.
MLOC_53845 | — QdsiDIo/RC.5H_2 G0:0010017 red or far-red light signaling Bla.ﬂ“.) re.gulujqce czas AT1G25540 Uczestniczy w regulacji czasu kwitnienia.
pathway kwitnienia
MLOC_19228 | — QdsiTRo/RC.5H_3 G0:0048572 short-day photoperiodism Cullin-4 AT5G46210 Uczestniczy w negatywnej regulacji fotomorfogenezy.
Zawarto$¢ osmoprotektantow i hormonéw - susza
G0:0019720 Mo-molybdopterin cofactor
metabolic process
GO:0006777 Mo-molybdopterin cofactor
' biosynthetic process ) ) ) ) . .
MLOC_65646 | qHS2.3 QdABS/RC.2H.2, 50:0032324 n?olybdopt.erin cofactor B1a%.ko biosyntezy AT5G20990 Uczestn'lczy w blosyntez'le molibdopteryny.
QdPro.2H.2 biosynthetic process molibdopteryny CNX1 Zaangazowany w sygnaling auksyny.
GO:0043545 molybdopterin cofactor
' metabolic process
GO:0051189 prosthetic group metabolic
' process

8TT


http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT1G80420
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G04560
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT3G53980
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT2G34690
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT3G24440
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G63310
http://arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G25540
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G46210
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G20990

Tabela 4.20. cd.

MLOC Hotspot QTL Termin GO Proces biologiczny Produkt bialkowy SrAtotIr?gliana Funkcja produktu bialkowego u A. thaliana
GO:0034486 vacuolar transmembrane
' transport ) ) ) )
MLOC_ 22343 | gHs23 | QUABSIRC.2H.2 600090414 molybdate fon export from | Transporter molibdenianéw AT1G80310 | Uczestniczy wiransporcie molibdeniandw oraz
QdPro.2H.2 : vacuole siarczanow.
G0:0008272 sulfate transport
Zawarto$¢ osmoprotektantow i hormonéw - Si
MLOC_58506 — QdsiMal.5H_3 G0:0009734 auxin mediated pathway Biatko indukowane auksyna AT1G29420 Zaangazowany w sygnaling auksyny.
. . cyanidin 3-O-glucoside
MLOC 36976 | qHsz1 | QUSICIU2H, QAWL.2H, | GO:1901038 metabolic process . AT1G64910 . y . . .
QdWC.2H, QcCAT.2H - - UDP-glikotransferaza Uczestniczy w reakcji przenoszenia grupy glikozydowej.
GO:1901804 beta-glucoside metabolic
' process
QdsiGlu.2H, QdWL.2H, . regulation of brassinosteroid 111 kinaza receptorowa . o
MLOC_72613 gHS2.1 QAWC.2H, QcCAT.2H G0:1900457 mediated pathway zawierajaca domene lektynowa AT5G02800 Uczestniczy w fosforylacji biatek.
Zawarto$¢ osmoprotektantéow i hormonéw — susza/Sl
QdsiSach.3H_2.1, G0:0042939 tripeptide transport
QdPro.3H_2.1, modified amino acid Uczestniczy w transporcie glutationu. Zaangazowany
QdMal.3H_2.1, G0:0072337 w odpowiedz na stresy. Zlokalizowany na terenie
MLOC_174 gHS3.1 QCABSICS.3H 2.1, transport Crt homolog AT5G12170 chloroplastow.
8(:;?3/588.33!-'!_'_22.11, G0:0034635 glutathione transport
cDIo/CS.3H_2.
QdsiSach.3H_2.1,
QdPro.3H_2.1,
QdMal.3H_2.1, . . . i Uczestniczy w biosyntezie glicerolu. Zlokalizowany
MLOC_40292 gHS3.1 QCABSICS.3H 2.1, G0:0006114 glycerol biosynthetic process | Fosfataza-3-glicerolu AT4G25840 na terenie chloroplastow.
QcTRo/CS.3H_2.1,
QcDlo/CS.3H_2.1
QdsiSach.3H_2.1, . phytochromobilin
QdPro.3H_2.1, 60:0010024 biosynthetic process
QdMal.3H_2.1, Oksydoreduktaza ferredoksyny, Uczestniczy w biosyntezie fitochromow. Zlokalizowany
MLOC_70465 qHS3.1 QCcABS/CS.3H_2.1, GO:0051202 phytochromobilin metabolic chloroplastowa AT3G09150 na terenie chloroplastow.

QcTRo/CS.3H_2.1,
QcDlo/CS.3H_2.1

process

6TT


http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT1G80310
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT1G29420
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT1G64910
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT5G12170
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT4G25840
http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/genes/view/AT3G09150

5. Dyskusja

5.1. Woysokorozdzielcza funkcjonalna mapa konsensusowa

W niniejszej pracy skonstruowano mapg genetyczng oparta 0 polimorfizm
wewnatrzgenowy (73% zmapowanych markeréw SSR i1 SNP), ktéra umozliwita
integracje z fizyczng sekwencjg genomu jeczmienia w celu przeszukiwania rejonow
genomu odpowiadajagcych zmapowanym QTL pod katem identyfikacji pozycyjnych
genow kandydackich. Prezentowana konsensusowa mapa genetyczna o dtugosci 941,86
CM 1 zawierajaca tacznie 875 loci ze Srednig gestoscig 1,1 ¢cM stworzona zostata na
podstawie analizy danych z trzech populacji mapujacych RIL, wyprowadzonych
z krzyzéwek odmian europejskich oraz syryjskich jeczmienia jarego. Dodatkowo, na
mapie zlokalizowano ogotem 64 funkcjonalne geny kandydackie kodujace jeczmienne
ortologi biatek funkcjonalnych oraz regulatorowych o aktywnosci zwiazanej z reakcjg na
stres niedoboru wody u roslin modelowych oraz geny, ktére w eksperymencie
mikromacierzowym wykazywaly istotne roznice w ekspresji migdzy genotypami
‘Maresi’ i Cam/B1/CI podczas stresu suszy zadanego w stadium siewki.

Wiele opublikowanych wysokorozdzielczych map jeczmienia opartych jest
0 polimorfizm w obrebie sekwencji anonimowych. Wenzl i zespot (2006) zintegrowali
2935 markerow DArT, RFLP, SSR oraz STS segregujacych w dziewieciu populacjach
mapujacych otrzymujac mape konsensusowa o dlugosci 1161 c¢M, natomiast 3458
markerow RFLP, AFLP, SSR i RAPD =zostalo wtaczonych do mapy genetycznej
o dtugosci 1081 cM (Marcel 1 in., 2007). Markery w sekwencjach o nieznanym skladzie
nukleotydowym moga jedynie wskazywa¢ pozycje zmapowanych QTL w genomie, nie
pozwalajac na identyfikacje gendow kandydackich lezacych u podstawy dziedziczenia
cech ilosciowych. Pierwsza mapa sprzgzen jeczmienia oparta o polimorfizm wewnatrz
sekwencji genow, o dtugosci 1211 ¢M 1 zawierajaca posrod 1237 loci, 333 markery SNP,
ktorych zZrédlem byly geny o zrdznicowanej ekspresji, pochodzace z analizy
mikromacierzy, wygenerowana zostala przez Rostoks’a i wspotpracownikow (2005).
Innym przyktadem jest mapa genetyczna stworzona przez zespot Stein’a (2007)
o dhugosci 1118,3 cM oraz gestosci 0,9 cM zawierajagca 1055 markerow RFLP, SSR
1 SNP reprezentujagcych aktywne transkrypcyjnie geny w odpowiedzi na rdézne stresy
abiotyczne. Sekwencje EST oraz zsekwencjonowane amplikony PCR wybranych genoéw
o aktywnosci skorelowanej z wystegpowaniem stresOw abiotycznych postuzyty do

skonstruowania platformy GoldenGate firmy Illumina, wykorzystanej w niniejszej pracy
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doktorskiej do wysokoprzepustowego genotypowania markerow SNP. Metoda ta zostata
zastosowana po raz pierwszy przez Close i in. (2009) do stworzenia konsensusowej mapy
genetycznej o dlugosci 1099 cM zawierajacej 2943 loci SNP, integrujacej dane
markerowe z czterech populacji mapujacych jeczmienia, a nast¢pnie przez SzlCS’a
i wspotpracownikow (2009) oraz Sato i Takede (2009). Mapy genetyczne oparte
o polimorfizm wewnatrzgenowy stworzone zostaty takze dla innych gatunkéw roslin.
Paina i zesp6t (2016) opracowali platforme GoldenGate dedykowang dla genotypowania
markero6w SNP u zycicy trwatej (Lolium perenne L.) na podstawie analizy transkryptow
gendw aktywnych m.in. w odpowiedzi na stres niskiej temperatury. Mapa genetyczna
markerow SSR i dCAPS, zidentyfikowanych w oparciu o sekwencjonowanie bibliotek
EST metoda NGS, opracowana zostata dla kapusty warzywnej (Brassica oleracea L.)
(Izzah i in., 2014), natomiast dla oliwki europejskiej (Olea europea L.) opracowano mape
genetyczng zawierajaca 3384 wewnatrzgenowe markery SNP uzyskane metoda GBS
(Ipekiin., 2017).

Dlugosc¢ skonstruowanej w tej pracy mapy genetycznej nie odbiega od innych map
opublikowanych dla jeczmienia, a niewielkie $rednie odleglo$ci miedzy markerami,
wynoszace od 0,8 do 1,6 cM w zaleznosci od grupy sprzgzen, sa wystarczajace do
mapowania loci cech ilo§ciowych. Prezentowana mapa konsensusowa zostata z sukcesem
wykorzystana w lokalizowaniu QTL dla cech zwigzanych z plonowaniem, wczesnoscia,
wysokoscig roslin oraz zawarto$cig metabolitow wtornych w odpowiedzi na stres suszy,
analizowanych w ramach projektu POLAPGEN-BD (Mikotajczak i in., 2016;
Mikotajczak 1 in., 2017; Ogrodowicz i in., 2017; Piasecka 1 in., 2017). Na podstawie
analizy uktadu loci w poszczegdlnych grupach sprzezen wykazano wysoka zgodno$¢
utozenia markerow SSR i SNP w odniesieniu do map referencyjnych (Ramsay i in., 2000;
Varshney i in., 2007; Close i in., 2009) za wyjatkiem nieco zmienionej kolejnosci loci
w rejonach centromeréw. Stosunkowo wysoki poziom polimorfizmu markerow SNP,
reprezentujacych na ogdt konserwowane fragmenty genomu, wynoszacy w przyblizeniu
37% oraz duza gesto$¢ markerow $wiadcza o znacznym zrdznicowaniu genetycznym
rodzicow analizowanych populacji mapujacych. Worch 1 wspotpracownicy (2011)
wykazali podobny polimorfizm markeréw SNP, na poziomie 30% migdzy odmianami
‘Steptoe’ 1 ‘Morex’ oraz 33% migdzy odmiang ‘Brenda’ i linig 584 H. spontaneum.
Formami wyj$ciowymi populacji mapujacych analizowanych w niniejszej pracy
doktorskiej byty elitarne odmiany jeczmienia przystosowane do uprawy i dobrze

plonujace w klimacie europejskim oraz syryjskie linie 1 odmiany pochodzace z rejonow
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charakteryzujacych si¢ znacznie bardziej suchym klimatem. Jako zrédlo pozadanych
alleli w hodowli odmian lepiej przystosowanych do okreslonych warunkow srodowiska
czesto stosowane sg krzyzowania z lokalnymi formami jeczmienia, uprawianymi
w niekorzystnym klimacie, lub z jego najblizszym dzikim krewnym H. spontaneum
(Tuberosa i Salvi, 2006; Baum i in., 2007). Wykorzystanie form rodzicielskich
pochodzacych z oddalonych rejonéw geograficznych zapewnia wysoki polimorfizm na
poziomie molekularnym oraz istotne zréznicowanie pod wzgledem analizowanych cech
fenotypowych. Von Korff wraz z zespotem (2008), do pozycjonowania QTL dla cech
fenotypowanych w warunkach suchego klimatu rejonu basenu Morza Srodziemnego
wykorzystali populacje mapujaca RIL pochodzaca z krzyzoéwki ‘Tadmor’ x ‘Er/Apm’.
Odmiana ‘Tadmor’ jest lokalng forma jeczmienia pochodzaca z Syrii, charakteryzujaca
si¢ przystosowaniem do wzrostu w warunkach ekstremalnej suszy. Z kolei odmiana
‘Er/Apm’ wyhodowana zostata w osrodku ICARDA jako dobrze plonujaca w warunkach
umiarkowanego przesuszenia Srodowiska. Innym przyktadem jest populacja RIL,
wyprowadzona z krzyzowania syryjskiej lokalnej odmiany ‘Arta’ oraz australijskiej
odmiany ‘Keel’ (Rollins i in., 2013). Krzyzowanie H. spontaneum z australijska, dobrze
plonujaca odmiang ‘Barque-73°, wykorzystano do wyprowadzenia populacji mapujace;j
linii DH, w ktorej przesledzono segregacj¢ markerow SSR i DArT (Hearnden i in., 2007).

Prezentowana w ramach niniejszej pracy mapa genetyczna sktada si¢ z 13 grup
sprz¢zonych markeré6w. Chromosomy 2H, 4H i 6H zmapowano w cato$ci, chromosomy
IH 1 3H zostaly rozbite na dwie grupy sprz¢zen, a chromosomy 5SH 1 7H na trzy
fragmenty. Taka sama liczbg grup sprzgzen otrzymat zespot Mansour’a (2014), analizujac
segregacj¢ polimorficznych markerow SNP posréd 232 linii RIL otrzymanych
z krzyzowania hiszpanskich odmian jeczmienia ‘Orria’ 1 ‘Plaisant’. Mape¢ zloZona
z dziesigciu grup sprzezonych markerow DATrT, ktérych segregacje przesledzono
w populacji 334 linii DH wyprowadzonych z krzyzowania amerykanskiej linii jgczmienia
ND24260 oraz australijskiej odmiany ‘Flagship’, stworzyli Hickey i wspotpracownicy
(2011). Innym przyktadem dla jeczmienia jest mapa genetyczna integrujaca markery
DATrT, SSR 1 STS w 11 grupach sprz¢zen, stworzona dla populacji 446 linii RIL, ktérych
formami rodzicielskimi byly syryjska odmiana ‘Arta’ oraz australijska ‘Keel’ (Rollins
11n., 2013). Wszystkie wymienione mapy genetyczne z sukcesem wykorzystane zostaty
do mapowania QTL dla réznych cech fenotypowych. Otrzymana w tej pracy
konsensusowa mapa genetyczna, mimo rozbicia niektorych chromosomoéw na czesci,

charakteryzowata si¢ dobrym pokryciem ze wzgledu na wystepowanie stosunkowo
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niewielkich fragmentow genomu niewysyconych markerami, zlokalizowanych migdzy
wyznaczonymi  grupami  sprz¢zen. Szczegétowa analiza segregacji  alleli
W poszczegolnych grupach sprzezen wykazala, ze wystgpowanie luk migdzy
fragmentami chromosoméw na mapach indywidualnych, ktore stanowily podstawe
tworzenia mapy konsensusowej, ma zwigzek z obecnoscia grup markerow o zaburzonym
wzorze segregacji na korzys$¢ jednej z form rodzicielskich. Podobnej obserwacji dokonat
takze zespot Rollins’a (2013). Wigkszos¢ markerow, ktore przeanalizowano
w populacjach MCam i GH segregowata zgodnie z oczekiwanym wzorem segregacji dla
populacji RIL. Stwierdzono jednak, ze 42,9% markeréw SSR oraz SNP w populacji
MCam i 36,6% loci w populacji GH prezentowato odchylenia od przewidywanej
segregacji alleli 1:1. Loci o zaburzonym wzorze segregacji zakwalifikowano do 10
roéznych regionow SDR (ang. segregation distortion region), ktore grupowaty srednio
90% markerow tego typu. Wyzszy poziom odchylenia markerow od przyjetego wzoru
1:1 (61,7%) wykazano dla populacji LCam (Mikotajczak, 2015). Analiza czterech
roznych populacji linii DH jeczmienia wykazata od 15 do 38% markerow RFLP, SSR
i DArT o zaburzonym wzorze segregacji, co pozwolito na identyfikacje 14 rdéznych
regionéw SDR obejmujacych szes¢ rejondw okotocentromerowych i grupujacych 72%
loci o nieprawidlowym wzorze segregacji (Li i in., 2010). W wyniku analizy sprz¢zen
otrzymano mapy genetyczne ztozone z 8-10 fragmentéw, w zalezno$ci od populacji.
Z kolei zespot Bélanger’a (2016), na podstawie analizy segregacji markeréw GBS w 12
populacjach linii DH jeczmienia, wykazat odsetek zaburzonych loci w przedziale od 3,7
do 58%, w 36 r6znych regionach SDR.

Istotne statystycznie odchylenia od przewidywanej segregacji alleli sg
powszechnym zjawiskiem wystepujacym w populacjach mapujacych otrzymanych
z krzyzowan zroéznicowanych genetycznie form rodzicielskich, zaobserwowanym u wielu
gatunkow roslin (Alheit i in., 2011; Izzah i in., 2014; Hashemi i in., 2015; Gardner i in.,
2016). Tendencja do wystgpowania segmentdéw  zaburzonych  markeréw
w chromosomach oraz identyfikacja pokrywajacych si¢ rejonow SDR na réoznych mapach
Swiadczag o istnieniu genetycznych determinantdéw warunkujacych czestosé
wystepowania alleli rodzicielskich w polimorficznych loci. Do najwazniejszych
czynnikdw majacych wplyw na wystepowanie tego zjawiska nalezg: typ wykorzystanej
populacji mapujacej, stopien pokrewienstwa form rodzicielskich, obecno$¢ genow,
ktorych aktywno$¢ skorelowana jest z preferowang selekcja gamet lub zygot, epistaza

oraz epigenetyczne modyfikacje chromatyny (Torjék i in., 2006; Li i in., 2010; Liu i in.,
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2010; Habu i in., 2015). Badania wykazaty, ze istotne odchylenia od przewidywanej
segregacji alleli obserwowane sg czg$ciej w populacjach linii RIL niz DH lub F», co
zwigzane jest z wystepowaniem wigkszej liczby mejoz oraz presjg selekcyjng
faworyzujaca allele pochodzace od odmiany lepiej przystosowanej do warunkow
panujacych w trakcie ich wytwarzania (Xu i in., 1997; Sehgal i in., 2012). Kianian
1 Quiros (1992) zidentyfikowali 59% zaburzonych markeréw w populacji F2 powstatej w
wyniku mig¢dzygatunkowego krzyzowania w obrebie rodzaju Brassica oraz tylko 7%
markeréw 0 zaburzonym wzorze segregacji w trzech populacjach F, wyprowadzonych
z wewnatrzgatunkowych krzyzowek B. oleracea. Wykorzystanie w niniejszej pracy
populacji RIL otrzymanych z krzyzowek odmian i linii jgczmienia charakteryzujacych
si¢ znacznym oddaleniem geograficznym i genetycznym, moglto w bezposredni sposob
wplyng¢ na otrzymanie indywidualnych map genetycznych o wigkszej liczbie grup
sprzezen niz wynosi haploidalna liczba chromosoméw jgczmienia, co jednak

zniwelowano w znaczacy sposob tworzac mape konsensusowa.

5.2. Fenotypowe skutki stresu suszy

Zastosowany w doswiadczeniu szklarniowym stres suszy zadany w stadium
siewki w istotny statystycznie sposob wptynat na zmian¢ $rednich wartosci wigkszosci
analizowanych parametrow fizjologicznych i biochemicznych w obrebie populacji RIL
w analizowanych warunkach nawodnienia. Stwierdzone dla badanych parametréw efekty
transgresji sg cze¢stym zjawiskiem obserwowanym w populacjach mapujacych.
Wystepowanie szerszego zakresu zmiennosci cech, w odniesieniu do pokolenia
rodzicielskiego, jest najprawdopodobniej wynikiem duzego zréznicowania genetycznego
form rodzicielskich oraz wielogenowego dziedziczenia badanych cech fenotypowych
(Xuiin., 2017). Zjawisko transgresji zaobserwowano m.in. dla parametréow fluorescencji
chlorofilu a u stonecznika (Helianthus annuus L.; Kiani i in., 2008) oraz dla parametrow
zwigzanych z plonowaniem oraz terminem kwitnienia u jeczmienia (Tondelli 1 in., 2014).

Efektem stresu suszy w populacji MCam byto obnizenie $rednich wartosci
parametrow opisujacych bilans wodny, przy czym najwickszy spadek stwierdzono dla
wzglednej zawartosci wody (RWC) w lisciach, ktora spadta do poziomu 40% w stosunku
do warunkéw kontrolnych. Przyjmuje si¢, Ze ponizej krytycznej wartosci RWC
wynoszacej 70%, ograniczenie pobierania CO:z zachodzi réwniez niezaleznie od
funkcjonowania aparatow szparkowych. Uruchamiane s3 procesy zwigzane

z uszkodzeniem membran, zmniejszeniem zawarto$ci barwnikoéw fotosyntetycznych oraz
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utlenianiem lipidow chloroplastowych (Brestic 1 Zivcak, 2013). Wartos¢ RWC, begdaca
wypadkowa ilosci wody pobranej przez system korzeniowy i wydalonej na drodze
transpiracji, jest uzytecznym wskaznikiem odzwierciedlajacym wptyw deficytu wody na
ogolne uwodnienie tkanek 1 kondycje roslin (Teulat 1 in., 2003). Spadek RWC w lisciach
genotypoéw jeczmienia poddanych stresowi suszy stwierdzono takze w innych pracach
poswigconych badaniom mechanizmdéw tolerancji na ten stres (Diab i in., 2004; Chen
i in., 2010; Szira i in., 2011).

Silne negatywne skutki stresu suszy wykazano rowniez dla parametréw
opisujacych wydajno$¢ wymiany gazowej. W populacji RIL, $rednia intensywno$é
fotosyntezy netto (Pn) spadta do poziomu 17%, a intensywnos$¢ transpiracji (E) do 30%.
Wyniki te koresponduja z badaniami Anjum’a i in. (2011b), ktorzy u kukurydzy (Zea
mays L.) zaobserwowali w stresie suszy spadek wartosci fotosyntezy netto do 33%,
intensywnosci transpiracji do 38% oraz efektywnos$ci wykorzystania wody do 51%. Hura
i zespot (2007) wykazali, w konsekwencji niskiego potencjatu wody w liSciach, zarowno
spadek warto$ci fotosyntezy netto (36-68%), jak i intensywnosci transpiracji (42-76%)
analizujac wpltyw suszy na rozne rosliny typu C3 i C4 w fazie generatywnej. Wysokie
dodatnie wspotczynniki korelacji wyliczone w ramach niniejszej pracy migdzy RWC
a wskaznikiem wydajnosci fotosyntezy netto i intensywnoscig transpiracji wynikaja
z faktu, ze obnizenie potencjalu wodnego w liSciach indukuje zamykanie aparatow
szparkowych, prowadzac bezposrednio do spadku poziomu CO2 w komoérkach mezofilu
oraz prawdopodobnie uruchamia kaskad¢ mechanizméw pozaszparkowego ograniczenia
stezenia CO2 w lisciach, co implikuje spadek wydajnos$ci procesu fotosyntezy.

Parametrem fizjologicznym, dla ktérego odnotowano prawie trzykrotny wzrost
srednich wartoéci w analizowanej populacji RIL byt wyciek elektrolitow (EL), co
$wiadczy o dezintegracji i zwigkszeniu przepuszczalnosci blon komorkowych dla jonow,
w efekcie niedoboru wody. Dane literaturowe wskazuja, ze wyciek elektrolitow jest
konsekwencja stresu oksydacyjnego bedacego odpowiedzig tkanek roslinnych na susze,
atak patogenow, zasolenie, czy tez zalewanie (Bajji i in., 2002; Maffei i in., 2007;
Shabala, 2011; Demidchik i in., 2014). W niniejszej pracy stwierdzono liczne ujemne
korelacje fenotypowe miedzy wyciekiem elektrolitbw 1 parametrami zwigzanymi
z wydajnoscig fotosyntezy. Najsilniejsze zaleznosci wykazano dla parametrow szybkiej
kinetyki fluorescencji chlorofilu a, wspoétczynnika wydajnosci fotosyntezy netto (Pn)
1 intensywnosci transpiracji (E) oraz fotochemicznej wydajnosci kwantowej PSII (®psii).

Zblizone wyniki otrzymal zespot Wojcik-Jagly (2013), ktory analizujagc wptyw stresu
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suszy na wydajnos$¢ fotosyntezy w dwoch populacjach F2 jeczmienia, podkreslit silng
negatywng korelacje miedzy wyciekiem elektrolitow 1 intensywnoscia fotosyntezy netto.
Obserwacje uzyskane w niniejszej pracy wskazujg, ze obnizenie aktywnoSci
fotochemicznej PSIl, zwigzane 2z zaburzeniem transportu elektrondw oraz
nagromadzeniem energii wzbudzenia w antenach fotosyntetycznych, prowadzi do
powstania reaktywnych form tlenu, ktorych akumulacja jest przyczyna uszkodzen
w dwuwarstwie lipidowej i wycieku elektrolitow z bton komorkowych.

Istotne statystycznie zmiany w wartosci parametréw uzyskanych na podstawie
analizy krzywej indukcji fluorescencji OJIP oraz zmiennych charakteryzujacych
fotochemiczng aktywno$¢ fotosystemu II migdzy zastosowanymi rezimami wodnymi
potwierdzaja zasadno$¢ stosowania pomiaru fluorescencji chlorofilu a w ocenie
fizjologicznej reakcji jeczmienia na stres suszy oraz zrdznicowania genotypowego
wrazliwosci na deficyt wody. Duzy spadek $rednich wartosci w analizowanej populacji
w warunkach stresu suszy odnotowano dla fotochemicznej wydajnosci kwantowej PSII
(Drpsi), wskaznika wydajnosci kwantowej PSII obliczonego na podstawie absorpcji
energii (Plabs) 1 dla parametrow charakteryzujacych przeptywy energii w przeliczeniu na
wzbudzong powierzchni¢ liscia. Spadek wartosci Plas Wskazuje na zaburzenia
reoksydacji puli akceptorow elektronéw (Qa) w blonach tylakoidéw chloroplastow
podczas stresu suszy (Brestic i Zivcak, 2013). Doniesienia te znajduja potwierdzenie
w silnych dodatnich korelacjach mig¢dzy Plas 1 liczbg aktywnych centréw reakcji
(RC/CS) oraz parametrami wydajnosci kwantowej transportu elektrondw (@po, Yo, ®eo)
obserwowanymi w niniejszej pracy. Ponadto, w warunkach deficytu wody wykazano
wzrost ilosci energii zaabsorbowanej przez czasteczki chlorofilu anten PSII
w przeliczeniu na centrum reakcji (ABS/RC), przy jednoczesnym wzro$cie energii
rozproszonej z fotosystemu Il (DIo/RC). Sugeruje to, ze na skutek ograniczenia
dostgpnosci CO2, pozostajaca w trwale zredukowanym stanie pula Qa nie moze przyjac
elektronow wybitych z czasteczek chlorofilu w centrach reakcji, co prowadzi do
nagromadzenia energii wzbudzenia w antenach fotosyntetycznych, a w konsekwencji
do fotoinhibicji. Obnizenie wartosci Plans 0raz RC/CS, przy jednoczesnym wzroscie
ABS/RC, wykazano rowniez dla poddanych stresowi suszy odmian pszenicy (Parihar
i Soni, 2016). Dla spadku wartosci ®@psii Stwierdzono wyrazng pozytywna korelacje
z fotochemicznym wygaszaniem fluorescencji (qP) oraz silny ujemny zwigzek
z komponentem jej niefotochemicznego thumienia (ql). Analogiczne wyniki otrzymano

na podstawie analizy wptywu stresu suszy na populacj¢ RIL stonecznika (Kiani i in.,
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2008). Fotochemiczna wydajnos¢ kwantowa PSII okresla stosunek kwantow
wykorzystanych w przemianach fotochemicznych do catkowitej ilosci zaabsorbowanego
Swiatla. Wygaszanie fotochemiczne zwigzane jest natomiast z szybkoscig transportu
elektronow 1 okresla poziom efektywnosci przeksztatcania energii $wietlnej na energi¢
wigzan chemicznych (Maxwell i Johnson, 2000). Spadek wartosci tych parametrow
W stresie suszy sugeruje obnizenie intensywnosci reakcji karboksylacji w cyklu Calvina-
Bensona na skutek redukcji produktywnos$ci jasnej fazy fotosyntezy. Nadmiar energii
przechwytywanej przez systemy antenowe, ktora nie moze by¢ wykorzystana w fazie
ciemnej fotosyntezy, prowadzi do generowania reaktywnych form tlenu. Wzrost
niefotochemicznego wygaszania fluorescencji poprzez termiczne rozproszenie nadmiaru
wzbudzonej energii $wietlnej, bedacy procesem antagonistycznym do jej
fotochemicznego tlumienia, wskazuje na uruchomienie mechanizmu zapobiegajacego
stresowi oksydacyjnemu powodujagcemu uszkodzenia komponentow fotosystemu II.

W analizowanej populacji RIL poddanej stresowi suszy stwierdzono zwickszenie
liczby negatywnych korelacji fenotypowych miedzy wigkszoscia parametrow
charakteryzujacych bilans wodny 1 wydajnos¢ fotosyntezy, a aktywnoscig dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy (POX), y-tokoferolu oraz d-tokoferolu, w stosunku
do liczby tych korelacji w populacji rosnacej w warunkach kontrolnych. Z obserwacji tej
wynika, ze w warunkach niedoboru wody, S$rednie wartosci parametrow
charakteryzujacych aktywno$¢ antyoksydantéw rosng wraz ze spadkiem warto$ci
parametrow fizjologicznych. Wynik ten §wiadczy o uruchomieniu podczas stresu suszy
kaskady reakcji, majacych na celu przeciwdziatanie negatywnym skutkom stresu
oksydacyjnego, ktory jest nastepstwem powstawania ROS w PSIl na skutek
nagromadzenia energii wzbudzenia w antenach fotosyntetycznych. Mniejsza liczba
negatywnych korelacji migdzy parametrami fizjologicznymi a aktywnoscig katalazy
(CAT), a-tokoferolu, a-tokotrienolu i y-tokotrienolu, wskazuje na mniejszy udziat
wymienionych zwigzkéw chemicznych w obronie komponentéw fotosystemow przeciw
skutkom szkodliwego dziatania reaktywnych form tlenu. Ws$rod wszystkich
analizowanych przeciwutleniaczy najwyzszy wzrost $rednich warto$ci w stosunku do
optymalnych warunkéw nawodnienia wykazano dla dysmutazy ponadtlenkowej (SOD).
Obserwacja ta moze sugerowac, ze Oz~ jest najbardziej toksyczng formg ROS dla
jeczmienia w zadanych warunkach stresowych, w stosunku do czasteczki H2O2, ktora jest
usuwana przez system peroksydaz i katalaz. Zbiezne wyniki uzyskat zespdt Huang’a

(2013), obserwujac wzrost aktywnosci SOD, POX oraz zawarto$ci proliny i dialdehydu
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malonowego (MDA) w tkankach ramii indyjskiej (Boehmeria nivea L.) poddanej silnemu
stresowi suszy, przy jednoczesnym obnizeniu warto$ci parametrow charakteryzujacych
wydajnos$¢ fotosyntezy. W niniejszej pracy doktorskiej rowniez wykazano wzrost
zawarto$ci proliny w lisciach siewek populacji MCam w stosunku do warunkow
optymalnego nawodnienia, przy jednoczesnym zwickszeniu zawartosci glukozy,
fruktozy oraz sacharozy. Templer wraz z zespotem (2017) na podstawie analizy
zawartosci metabolitow w panelu kilkudziesigciu genotypéw jeczmienia poddanych
stresowi suszy w stadium liScia flagowego zaobserwowal wzrost aktywnos$ci
drobnoczasteczkowych antyoksydantow z grupy tokoferoli, wzrost zawartosci proliny,
cukréw prostych i sacharozy, przy jednoczesnej redukcji zawarto$ci skrobi oraz
ufosforylowanych zwigzkow weglowych, bedacych produktami posrednimi cyklu
Calvina-Bensona. Zgodnie z innymi doniesieniami literaturowymi, hydrolityczny rozktad
skrobi rekompensuje obnizong produkcje asymilatow, bedaca wynikiem zredukowanej
wydajnosci fotosyntezy podczas stresu suszy. Powstate w wyniku tego procesu cukry
funkcjonujg jako osmoprotektanty, pozwalajace utrzymac turgor komoérek mezofilu, oraz
moga by¢ gromadzone w komorkach szparkowych, regulujac stopien ich otwarcia (Couée
i in., 2006; Horrer i in., 2016; Thalmann i in., 2016; Zanella i in., 2016). Wsrod
analizowanych w prezentowanej pracy oligosacharydow odnotowano spadek zawartosci
rafinozy i maltozy. Obnizenie zawartosci rafinozy w tkankach L. perenne pod wptywem
deficytu wody wykazali rowniez Amiard i in. (2003). Obserwacja ta sugeruje, ze oba
cukry w stresie suszy mogg ulega¢ enzymatycznej hydrolizie do cukréw prostych, ktore
w warunkach stresowych prawdopodobnie stanowig bardziej pozadang forme¢ zwigzkow

czynnych osmotycznie.

5.3. Lokalizowanie QTL dla cech zwigzanych z reakcja na stres niedoboru wody

Przedmiotem analizy QTL w niniejszej pracy doktorskiej byty 43 parametry
fizjologiczne i biochemiczne charakteryzujace bilans wody, wydajno$é procesu
fotosyntezy oraz zawarto§¢ zwigzkow chemicznych, zaangazowanych w odpowiedz na
stres suszy w analizowanych genotypach jgczmienia. Z uwagi na zlozono$¢
mechanizmow lezacych u podstawy odpowiedzi na niedobdr wody, nie istnieje zestaw
uniwersalnych parametrow pozwalajacych na ocen¢ tolerancji stresu suszy.
Prezentowane badania obejmuja analize o wiele szerszego panelu wskaznikéw, niz
zostalo to udokumentowane w innych opublikowanych do tej pory pracach

prowadzonych na jeczmieniu (Tabela 2.1.). Tak szeroki dobor analizowanych
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parametréw pozwolil na lepsze powigzanie zdobytej wiedzy, dotyczacej ksztattowania
si¢ cech fizjologicznych i biochemicznych u roslin rosnagcych w warunkach deficytu
wody z genetyczng odpowiedzig na zaistnienie czynnika stresowego. Po raz pierwszy dla
jeczmienia przeprowadzono mapowanie QTL dla aktywno$ci enzymatycznych
antyoksydantow 1 zawarto$ci etylenu oraz niektérych sacharydow zaangazowanych
w dostosowanie osmotyczne. Wykonano réwniez o wiele bardziej kompleksowa, niz do
tej pory, analize parametrow charakteryzujacych wydajno$¢ procesu fotosyntezy
W warunkach stresu suszy.

Przeprowadzone mapowanie QTL pozwolito na wykrycie 66 chromosomowych
rejondw kontrolujagcych zmienno$¢ 26 sposrod analizowanych 43 cech, zwigzanych
z reakcja jeczmienia na niedobor wody. Podobne wyniki uzyskali Wojcik-Jagta i in.
(2013), ktorzy sposrod trzynastu badanych parametréw fizjologicznych zidentyfikowali
18 QTL dla dziewigciu cech w populacji jeczmienia browarnego oraz 15 QTL dla pigciu
cech w populacji jeczmienia paszowego. Z kolei, w genomie soi, wyznaczono 26 QTL
dla wszystkich dziesig¢ciu analizowanych parametrow fluorescencji chlorofilu a (Yiniin.,
2010). Istnieje kilka mozliwych przyczyn ttumaczacych dlaczego w niniejszej pracy nie
zmapowano chromosomowych regionéw kontrolujacych wszystkie badane cechy.
Pierwszym czynnikiem jest wysoko$¢ przyjetego krytycznego poziomu istotnosci
statystycznej. W prezentowanych badaniach za wiarygodne uznawano wyltacznie loci
cech ilosciowych, ktore wyznaczone zostaty dla warto$ci wspotczynnika LOD rownej lub
wiekszej niz 3. Wszystkie QTL, ktore w mapowaniu interwalowym zidentyfikowane
zostaly dla nizszych wartosci testu statystycznego, nie byty brane pod uwage w dalszych
analizach. Wedlug doniesien literaturowych tylko te QTL, ktore wyznaczone zostaly przy
minimalnej warto$¢ wspolczynnika LOD rownej 3 1 kontroluja co najmniej 10%
zmiennosci fenotypowej, moga by¢ uznawane jako tzw. gtéwne QTL (ang. major QTL)
majace najwickszy wplyw na ksztattowanie si¢ analizowanej cechy 1 mogace by¢
przedmiotem MAS Ilub klonowania pozycyjnego. QTL o niewielkim efekcie
fenotypowym, ktorych wktad w wyksztatcenie badanej cechy jest znikomy, sa mato
uzyteczne w programach hodowlanych majacych na celu wyprowadzanie nowych, lepiej
przystosowanych do trudnych warunkow $rodowiska odmian (Tuberosa, 2012; Zhang
i in., 2017). W prezentowanych badaniach wymagania dla gtownego QTL spetnia 95%
zidentyfikowanych loci cech ilo§ciowych, przy czym wszystkie QTL wyznaczone dla
cech analizowanych w warunkach stresu suszy oraz wskaznikéw stresu (SI). Do innych

przyczyn rzutujacych na precyzj¢ mapowania QTL naleza: niewystarczajaco liczna
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populacja mapujaca, niewysycone markerami fragmenty na mapie genetycznej, ktore nie
pozwalaja na zidentyfikowanie rzeczywistych QTL oraz zbyt niskie zrdéznicowanie
fenotypowe miedzy genotypami rodzicielskimi populacji mapujacej (Li i in., 2013; Fan
i in., 2015).

Liczne publikacje dotyczace mapowania loci cech ilosciowych wskazuja, ze QTL
dla r6znych cech zwigzanych z odpowiedzig jgczmienia na stres suszy rozmieszczone sg
w calym genomie (Tabela 2.1.). W niniejszej pracy wiekszo$¢ QTL zlokalizowano
w chromosomach 2H, 3H i 5H. Zadnego QTL nie znaleziono w chromosomie 4H,
natomiast w chromosomie 1H zidentyfikowano tylko jeden locus dla zawartos$ci rafinozy
w warunkach optymalnego nawodnienia. Najwigcej loci cech ilosciowych kontrolujgcych
ponad 30% zmiennos$ci fenotypowej analizowanych cech zmapowano w chromosomie
3H, natomiast w chromosomie 2H zidentyfikowano ponad potowe QTL dla parametrow
fenotypowanych w warunkach stresu suszy. W innej pracy dotyczacej jeczmienia
rowniez najwiecej QTL zidentyfikowano w chromosomach 2H i 3H dla cech
charakteryzujacych potencjat plonotworczy, wzgledng zawarto$¢ wody oraz
fluorescencje chlorofilu a w populacji 137 linii RCSL jeczmienia (ang. recombinant
chromosome substitution lines; Mora i in., 2016). Z kolei Wojcik-Jagta i in. (2013),
w populacji jeczmienia paszowego zidentyfikowali QTL dla cech charakteryzujacych
bilans wodny oraz fluorescencj¢ chlorofilu a w chromosomach 2H, 4H, 5H i 6H,
natomiast w populacji jeczmienia browarnego we wszystkich chromosomach za
wyjatkiem 1H. Ponadto wykazali, Zze loci cech ilosciowych wyjasniajacych najwigksza
cze$¢ obserwowanej zmiennosci znajdujg si¢ w chromosomach 4H 1 SH. Zesp6t Szira
(2011) zidentyfikowat liczne QTL dla cech zwigzanych z zawartoscig wody i potencjatem
osmotycznym, morfologia lisci 1 korzeni oraz strukturg plonu we wszystkich
chromosomach oprécz 4H. Rozbieznosci w proporcji kontrolowanej zmiennosci oraz
w rozmieszczeniu zidentyfikowanych QTL na roznych mapach genetycznych
stworzonych dla odmiennych form rodzicielskich wynikajg gtéwnie z rodzaju i stopnia
ich zréznicowania genetycznego oraz interakcji genotypowo-srodowiskowych. Zhang
wraz z zespotem (2017) przeprowadzili dla jeczmienia meta-analize wszystkich QTL
zwigzanych z tolerancja na stresy abiotyczne, zidentyfikowanych przez r6znych autorow
w latach 1994-2015. Stosujac takie samo restrykcyjne kryterium, jak w prezentowanej
pracy doktorskiej (LOD > 3 i R?2> 10%), wyszczegolniono 72 gtéwne QTL dla cech

warunkujacych tolerancje jeczmienia na stres suszy. Najwiecej loci tego typu
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zidentyfikowano w chromosomach 2H i1 3H, a nastgpnie w 5H 1 7H, co jest wynikiem
zbieznym z uzyskanym w niniejszych badaniach.

Wiele doniesien naukowych wskazuje na istnienie regiondéw na mapach
genetycznych, w ktorych dla réznych cech zwigzanych z odpowiedzig na stres suszy
zidentyfikowano QTL o pokrywajacych si¢ przedziatach ufnosci. Obserwacja ta sugeruje
obecno$¢ genow warunkujacych tolerancje na deficyt wody, niezaleznie od tla
genetycznego populacji 1 warunkow srodowiska (Li 1 in., 2013; Zhang i in., 2017). Na
analizowanej mapie genetycznej rowniez zidentyfikowano kolokalizujace catkowicie lub
czeSciowo przedzialy ufnosci dla QTL kontrolujacych rézne parametry fizjologiczne
I biochemiczne, czgsto w odmiennych wariantach nawodnienia. Ogoétem
zidentyfikowano 11 hotspotéw zlokalizowanych w chromosomach 2H, 3H, 5H, 6H i 7H,
grupujacych 61% wszystkich zmapowanych loci cech ilosciowych. Wynik ten sugeruje
plejotropowy efekt genu lub gendow zlokalizowanych w regionach tego typu oraz
wskazuje na wspodlne podloze genetyczne cech zmapowanych w hotspotach (Kiani i in.,
2008). Alternatywnym wytlumaczeniem powyzszej obserwacji jest istnienie $cistego
sprzezenia kilku genow, z ktorych kazdy kontroluje inng ceche fenotypowga (Diab i in.,
2004; Szira i in., 2011). W niniejszej pracy nie zidentyfikowano natomiast loci cech
ilosciowych kontrolujacych wyksztatcenie poszczegdlnych cech w obu rezimach
wodnych, kolokalizujacych na mapie genetycznej. Zblizone wyniki otrzymal Wang i in.
(2014), ktorzy analizowali cechy zwigzane z potencjatem plonotwdrczym populacji DH
jeczmienia w sze$ciu roznych srodowiskach oraz zespot Mora (2016), ktory zlokalizowat
specyficzne dla okreslonych warunkow doswiadczenia QTL dla 80% analizowanych
cech. Z obserwacji tej wynika, ze wszystkie QTL zidentyfikowane w niniejszych
badaniach kontrolowane sa przez geny, ktérych ekspresja zalezna jest od warunkow
nawodnienia. Biorgc pod uwagge otrzymane wyniki, loci cech ilosciowych
zidentyfikowane dla poszczegdlnych parametrow w warunkach kontrolnych
wykorzystano jedynie w celu weryfikacji istnienia QTL wptywajacych na wyksztatcenie
badanych cech, niezaleznie od warunkéw prowadzonego doswiadczenia i nie byly one
przedmiotem dalszych rozwazan.

Przeprowadzona analiza kolokalizacji pozycji 64 zmapowanych funkcjonalnych
genoéw kandydackich oraz loci cech iloSciowych pozwolita na identyfikacje siedmiu
gendw w przedziatach ufnosci dla jedenastu QTL. Marcel i in. (2007), na podstawie
mapowania 63 loci DGH (ang. defence gene homologues) wykazujacych homologi¢ ze

znanymi genami bioragcymi udzial w odpowiedzi roslin na patogeny, zidentyfikowali 16
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gendw w przedziatach ufnosci QTL dla odpornosci jeczmienia na Puccinia hordei Otth.
Z kolei, w rejonach chromosoméw zwigzanych z reakcja pszenicy na stres suszy
zidentyfikowano 19 genow oraz sekwencji dEST z ogdélu 43 analizowanych w tym
doswiadczeniu (Diab i in., 2008). W niniejszej pracy wykazano, ze cztery geny
o istotnych statystycznie rdznicach w ekspresji mig¢dzy odmianami rodzicielskimi
populacji MCam, kolokalizowaty z QTL dla cech analizowanych w stresie suszy i dla
wskaznikow stresu. Byty to: AK356764.1, kodujacy transketolaze, X71362.1 dla biatka
z grupy dehydryn oraz AK353596.1 i AK364080.1, kodujagce odpowiednio biatko
o aktywnosci peroksydazy i proteaze cysteinowa. Pozostate trzy geny, ktérych zrédtem
byty dane literaturowe, zidentyfikowano w przedziatach ufnosci dla TRo/RC, DIo/CS oraz
zawarto$ci maltozy w warunkach optymalnego nawodnienia. Mozna zatem wnioskowac,
ze geny wyselekcjonowane na podstawie danych eksperymentalnych pochodzacych
z transkryptomu analizowanych odmian jeczmienia, sg lepszym zrodtem funkcjonalnych
genoéw kandydackich niz te losowo wybrane z dostepnej literatury. Uzasadnieniem tej
obserwacji jest fakt, ze odpowiedz na stres suszy u czesto badanych dwulisciennych
ro$lin modelowych moze mie¢ zupeklie inne podloze genetyczne niz w przypadku
jeczmienia.

W ramach niniejszej pracy zidentyfikowano ogétem 33 loci cech ilosciowych
kontrolujace zmienno$¢ badanych parametréw fizjologicznych i biochemicznych
w warunkach stresu suszy lub wskazniki stresu (SI). Dla cech charakteryzujacych
przebieg procesu fotosyntezy w warunkach niedoboru wody zidentyfikowano ogdétem
7 QTL, przy czym pie¢ w chromosomie 2H oraz po jednym locus w chromosomach 5H
i 7H. Jednoczesnie, dla wskaznikow stresu (SI) parametréw opisujacych fotosynteze
wyznaczono 7 QTL, z czego cztery w chromosomie 7H oraz trzy loci w chromosomie
S5H. Zidentyfikowane QTL kontrolowaty od 13,4 do 20,5% zmiennosci fenotypowej
analizowanych cech. Stwierdzono, ze QTL QdABS/RC.2H.2 dla ilosci energii
zaabsorbowanej przez czasteczki chlorofilu anten PSII w przeliczeniu na centrum reakcji
(ABS/RC), zmapowany w poblizu markera SNP 285-2932 oraz QTL QdETo/RC.2H dla
ilosci energii wykorzystanej do transportu elektronéw w PSII w odniesieniu do RC
(ETo/RC), zlokalizowany w sgsiedztwie genu kandydackiego MLOC_ 65477,
wyznaczone zostaly w tych samych regionach chromosomu 2H, co dwa hotspoty dla
licznych cech zwigzanych z fluorescencja chlorofilu a, zidentyfikowane w dystalnej
czescei dhugiego ramienia tego chromosomu przez Guo i in. (2008). W korespondujacym

fragmencie chromosomu 2H wyznaczone zostaly rowniez dwa QTL dla wskaznikow
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stresu fotochemicznej wydajnosci kwantowej PSII (®psi) oraz wspotczynnika
fotochemicznego wygaszania fluorescencji (qP; Wojcik-Jagla i in., 2013). W niniejszej
pracy zaobserwowano, ze locus QdETo/RC.2H wyjasnia najwickszg cz¢$¢ obserwowane;j
zmiennos$ci (20,5%) wsrod cech charakteryzujacych wydajnosé fotosyntezy w stresie
suszy. Kolokalizujacy z QTL QdETo/RC.2H na mapie genetycznej MLOC_65477
koduje enzym z grupy peroksydaz, Katalizujacy reakcj¢ utleniania H20.. Sens
biologiczny jego podwyzszonej ekspresji zwigzany jest z mechanizmem usuwania ROS,
powstalych w tancuchu transportu elektrondw w celu zapewnienia cigglosci
funkcjonowania procesu fotosyntezy.

Innym rejonem na mapie genetycznej, kolokalizujacym z QTL dla fluorescencji
poczatkowej (Fo) w chromosomie 7H wyznaczonym przez Guo i in. (2008), jest QTL
Qd(1-B)av.7H_2 zmapowany w poblizu SNP 497-386. Z kolei rejon dla QTL
QdsiDLo/RC.5H_2, zlokalizowany w chromosomie 5H niedaleko SNP 4570-591
pokrywal si¢ z przedzialem ufnosci czterech QTL dla wskaznikow stresu wycieku
elektrolitow oraz zawartosci wody w lisciach, zidentyfikowanych przez Wojcik-Jaglte
i in. (2013). W prezentowanej pracy, na podstawie analizy kolokalizacji pozycji
zmapowanych funkcjonalnych genéw kandydackich z przedzialami ufnosci QTL dla
cech zwigzanych z wydajnoscig fotosyntezy, zidentyfikowano locus MLOC_21703
w rejonie dla QTL QdTRo/RC.2H.1 oraz MLOC 18612 w przedziale mapowym QTL
QdsiETo/RC.5H_3. Pozycja MLOC 21703 zostala wyznaczona w hotspocie qHS2.1
zawierajacym takze QTL dla zawartoS$ci 1 utraty wody z liscia oraz wskaznika stresu dla
zawartosci glukozy. MLOC 21703 jest ortologiem genu AT3G60750 kodujacego
u A.thaliana chloroplastowg transketolaze, ktora jest jednym z enzymow szlaku Calvina-
Bensona. Z locus tym powigzano réwniez terminy GO zwigzane z tolerancja na stres
zasolenia, z glukoneogenezg oraz transportem wody, co moze wskazywaé na
plejotropowy efekt tego genu. Produktem drugiego z genow (MLOC18612) jest
endopeptydaza cysteinowa biorgca udziat w degradacji biatek. Jego ortolog u A. thaliana,
AT5G45890 (senescence-associated gene 12), koduje biatko zaangazowane w proces
starzenia si¢ lisci, ktorego aktywnos$¢ skorelowana jest ze zmiang poziomu auksyny,
cytokinin, etylenu oraz cukrow.

Bilans wodny w stresie suszy znalazt si¢ pod kontrolg pigciu QTL
w chromosomach 2H, 5H i 7H, ttumaczacych od 10,6 do 23,6% zmienno$ci fenotypowe;j
analizowanych cech. Wykazano, ze QTL QdsiWC.5H_3 dla SI zawarto$ci wody,
zlokalizowany w poblizu genu kandydackiego X71362.1 oraz QTL QdWL.5H_3 dla
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utraty wody liscia w stresie suszy, zawierajacy w przedziale ufnosci marker SNP 3412-
579, znajduja si¢ w rejonie mapy genetycznej korespondujagcym z QTL dla RWC,
wyznaczonym przez Teulat’a i in. (2001, 2003), w poblizu ktorego autorzy pracy
zmapowali dwa geny dla dehydryn dhnl i dhn9. Obserwacja ta jest zbiezna z wynikiem
uzyskanym w ramach prezentowanych badan, poniewaz produktem genu X71362.1,
ktoéry mapuje si¢ w maksimum krzywej LOD dla wskaznika stresu zawartosci wody
w lisciach i kontroluje najwigksza cz¢$¢ obserwowanej zmiennosci (23,6%), jest rtowniez
biatko z grupy dehydryn. Dehydryny nalezg do rodziny biatlek LEA i gromadzone sg
w tkankach ro$lin poddanych réznym stresom abiotycznym. Ich biologiczna rola nie
zostata, jak dotad, doktadnie poznana, aczkolwiek doniesienia literaturowe wskazuja na
ich prawdopodobne zaangazowanie w ochron¢ enzymoéw, DNA oraz lipidow blon
komorkowych przed uszkodzeniami wywotanymi m.in. akumulacja ROS (Graether
i Boddington, 2014; Abedini i in., 2017).

Dla cech charakteryzujacych zawarto$¢ osmoprotektantow i hormondow w stresie
suszy, zidentyfikowano ogotem 11 QTL kontrolujacych od 12,3 do 85,9% zmiennoSci
fenotypowej, w chromosomach 2H, 3H i 5H. Po raz pierwszy dla jeczmienia
zlokalizowano loci cech ilosciowych dla zawartosci maltozy, glukozy, sacharozy
I etylenu, ktorych akumulacja w tkankach zostata indukowana stresem niedoboru wody.
Stwierdzono, ze QTL QdsiGlu.2H, dla SI zawartosci glukozy, zmapowany w poblizu
markera SNP 5880-2547 oraz wyznaczony w hotspocie gHS2.1 wraz z innymi QTL dla
WC, WL, TRo/RC i genem MLOC_ 21703, kolokalizuje z rejonem chromosomu dla locus
zawartos$ci rozpuszczalnych cukrow w stresie suszy wyznaczonym w petnym turgorze
(WSC100) przez Diab’a i wspotpracownikow (2004). Najciekawszy wynik otrzymano dla
mapowania genetycznych determinantow zawartosci proliny, maltozy i sacharozy.
Stwierdzono, ze sze$§¢ QTL wyznaczonych dla zawartosci tych cukrow w stresie suszy,
zlokalizowanych jest w trzech hotspotach wyznaczonych w dystalnej czesci dtugiego
ramienia chromosomu 3H. Ponadto, zidentyfikowane QTL kontrolujg najwigkszg czes¢
zmienno$ci fenotypowej wéréd wszystkich zmapowanych w niniejszej pracy loci cech
ilosciowych (54,6-85,9%). Wyznaczony rejon pokrywa si¢ z QTL dla zawartosci proliny
w warunkach niedoboru wody zidentyfikowanym przez Sayed’a i in. (2012) oraz z locus
dla zawartosci tego aminokwasu w tkankach jeczmienia poddanych stresowi zasolenia
(Faniin., 2015). Wynik ten wskazuje, ze w dystalnym odcinku chromosomu 3H znajduje
si¢ gen lub geny kontrolujagce zawarto$§¢ proliny w warunkach rdéznych streséw

abiotycznych, prawdopodobnie wykazujace efekt plejotropowy lub bliskie sprzezenie
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z innymi genami dla zawartos$ci sacharydéw podczas niedoboru wody. W niniejszej
pracy, dla zawarto$ci etylenu podczas niedoboru wody, zidentyfikowano QTL QdEty.2H
w poblizu markera SSR Bmag0692, kolokalizujacy na mapie genetycznej z locus dla
zawartos$ci proliny w hotspocie qHS2.2. Rola etylenu w stresie suszy nie zostata dotad
poznana, aczkolwiek badania wskazuja na istnienie zalezno$ci migdzy obnizeniem
wrazliwosci aparatow szparkowych na ABA, a podwyzszong zawarto$cig etylenu
podczas stresu wywotanego wysokim stezeniem ozonu (Wilkinson i Davies, 2010). Ozon
moze indukowac u roslin stres oksydacyjny, zatem rola etylenu w stresie suszy moze
wigzad si¢ z regulacjg poziomu ROS.

Wykazano, ze aktywno$¢ antyoksydantow znajduje si¢ pod kontrolg trzech loci
cech ilosciowych w chromosomach 3H, 6H i 7H, tlumaczacych od 16 do 82,1%
zmiennosci fenotypowej. Dla zawartosci a-tokoferolu w stresie suszy wyznaczono QTL
QdATf.6H w chromosomie 6H. QTL QdsiGTt.3H_2 dla SI zawartosci y-tokotrienolu,
zawierajagcy w przedziale ufnosci marker SNP 265-1229 i kontrolujacy az 82,1%
zmienno$ci fenotypowej zawarto$ci tego zwiazku, zmapowany zostal w hotspocie
qHS3.2 wraz z loci cech ilosciowych dla zwartosci proliny 1 sacharozy. Obserwacja ta
moze S$wiadczy¢ o wspolnej regulacji genetycznej szlakéw metabolicznych
wymienionych zwigzkow. Dla zawarto$ci y-tokoferolu wyznaczono QTL QdsiGTf.7H_3
zlokalizowany w poblizu markera SNP 6628-1302. Wykazano, ze zidentyfikowany rejon
pokrywa si¢ z QTL dla zawartosci y-tokoferolu w warunkach niedoboru wody
zmapowanym przez Templer’a i in. (2017), dla ktérego na podstawie analizy mapy
fizycznej jeczmienia wytypowano gen kandydacki MLOC 37476. Locus ten koduje

chloroplastowy enzym HPT1 zaangazowany w biosynteze¢ tokoferolu.

5.4. ldentyfikacja pozycyjnych genéw kandydackich kontrolujacych zmienno$¢
analizowanych cech fizjologicznych i biochemicznych w stresie suszy

Jednym z podstawowych wyzwan genetyki roslin jest identyfikacja i izolacja
genetycznych determinantow zaangazowanych w wyksztatcenie istotnych gospodarczo
cech dziedziczonych wielogenowo. Wigkszo$¢ opublikowanych do tej pory prac bazuje
na kolokalizacji przedzialéw ufno$ci wyznaczonych QTL z pozycja zmapowanych
w tych rejonach markerow genetycznych opartych na polimorfizmie wewnatrzgenowym
(Liiin., 2013; de Miguel i in., 2014; Mikotajczak i in., 2016). Wadg podejscia tego typu
jest fakt, ze wyznaczone geny kandydackie reprezentowane sa na mapie genetycznej

przez catkowicie losowe markery prezentujace polimorfizm migdzy rodzicami konkretnej
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populacji mapujacej, ktore wybrane zostaly jedynie na podstawie ich potozenia
wzgledem QTL, bez analizy funkcjonalnego zaangazowania w wyksztatcenie
analizowanej cechy. Alternatywna strategia, polegajaca na weryfikacji kolokalizacji
regionbw dla QTL i zmapowanych funkcjonalnych genéw kandydackich
o eksperymentalnie potwierdzonej roli w wyksztatceniu badanej cechy, ograniczona jest
do aktualnie dostgpnej wiedzy dotyczacej genetycznych podstaw jej dziedziczenia
u roslin modelowych (Bargsten i in., 2014). Niewiele jest doniesien literaturowych, gdzie
wykorzystano potencjat ptynacy z dostepnosci fizycznej mapy genomu analizowanego
gatunku, ktora pozwala na pozyskanie informacji o wszystkich genach zlokalizowanych
W przedziatach ufnosci wyznaczonych QTL (Fan i in., 2015; Piasecka i in., 2017; Zhang
i in., 2017). Czynnikiem najbardziej limitujgcym ten sposob identyfikacji genow
kandydackich jest ogromna liczba loci zlokalizowanych we fragmentach genomu dla
zmapowanych QTL, co uniemozliwia ich manualng analiz¢ funkcjonalng. Konieczne jest
zatem znalezienie kryterium umozliwiajacego sklasyfikowanie wytypowanych gendéw
wedlug najwigkszego prawdopodobienstwa ich potencjalnego zaangazowania
w wyksztalcenie analizowanej cechy.

W niniejszej pracy wykorzystano narzgdzie wzbogacania terminow Ontologii
Genow (ang. GO enrichment) w celu redukcji puli wytypowanych pozycyjnych genoéw
kandydackich. ldentyfikowano procesy biologiczne statystycznie nadreprezentowane
wérod grup gendow dla czterech analizowanych Kategorii fenotypowych zwigzanych
z tolerancja na stres suszy, w stosunku do czestosci ich wystepowania w genomie
jeczmienia. Na podstawie aktualnych doniesien literaturowych wykazano, ze znaczenie
biologiczne wszystkich terminow GO wytypowanych w oparciu o przeprowadzong
analize, jest $cisle skorelowane z ksztattowaniem si¢ analizowanych cech w konteks$cie
stresu suszy. Mozna zatem przypuszczaé, ze geny powigzane z nadreprezentowanymi
procesami s3 z duzym prawdopodobienstwem zaangazowane w wyksztalcenie
analizowanych cech fizjologicznych i biochemicznych w warunkach niedoboru wody.
Ogotem, wytypowano 143 loci, co pozwolito na o$miokrotng redukcje liczby
pozycyjnych kandydatow zidentyfikowanych pierwotnie w przedziatach ufnosci QTL dla
cech skorelowanych ze stresem suszy. Podobny wynik uzyskat zespot Bargsten’a (2014),
ktory dziesieciokrotnie ograniczyl liczbe gendéw kandydackich z przedziatdéw ufnosci
QTL wytypowanych z bazy danych Gramene u ryzu, dla 153 rdéznych cech
fenotypowych. Analiza wzbogacania terminéw Ontologii Gendéw zostata z sukcesem

zastosowana rowniez w  priorytetyzacji pozycyjnych gendéw kandydackich
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zidentyfikowanych w przedziatach ufnosci QTL dla cech charakteryzujacych
produktywno$¢, morfologi¢ organéw nadziemnych oraz efektywnos$¢ wykorzystania
wody w populacji mieszancow topoli (Populus spp.) oraz dla cech zwigzanych
z architekturg kwiatostanow u winorosli (Vitis vinifera L.; Monclus i in., 2012; Correa
iin., 2014).

W niniejszej pracy wykazano, ze najwigcej gendéw zidentyfikowanych
w przedziatach ufnosci QTL dla cech charakteryzujacych bilans wodny podczas stresu
suszy zwigzanych jest z procesami oksydoredukcyjnymi. Ma to swoje biologiczne
uzasadnienie, poniewaz akumulacja reaktywnych form tlenu jest jedng z pierwszych
reakcji organizmoéw ro$linnych na odebranie informacji o obnizeniu si¢ potencjatu
wodnego w komoérkach. ROS funkcjonujg jako wtorne przekazniki sygnatu o zaistnieniu
czynnika stresowego, uruchamiajac kaskade jego transdukcji, ktora zakonczona jest
ekspresja genéw indukowanych niedoborem wody, m.in. dla enzyméw zaangazowanych
w biosynteze hormonow roslinnych oraz regulujacych metabolizm osmoprotektantow
(Xiong 1 in., 2002). Jednym z gendéw kandydackich zidentyfikowanych w tej grupie
procesOw biologicznych jest MLOC 69302, ktory koduje peroksydaze askorbinianowa.
Enzym ten katalizuje reakcj¢ utleniania czasteczki H20O3, ktéra jest najbardziej stabilng
postacia ROS, mogaca z latwoscia dyfundowa¢ miedzy réznymi kompartymentami
komorki (Cruz de Carvalho, 2008). Wykazano, ze rosliny A. thaliana z mutacja typu
knock-out w genie APX1 charakteryzowaty si¢ zwigkszong akumulacje¢ nadtlenku wodoru
w tkankach oraz wigkszg wrazliwo$cig na stresy abiotyczne, w poréwnaniu z typem
dzikim (Koussevitzky i in., 2008). Innym zidentyfikowanym pozycyjnym kandydatem
jest MLOC_4579, bedacy ortologiem genu AT5G20400 u A. thaliana, kodujacym biatko
o aktywno$ci syntazy flawonowej. Flawony sa grupa metabolitow wtornych
akumulowanych w tkankach roslin poddanych réznym stresom abiotycznym,
o aktywnosci skorelowanej z usuwaniem negatywnych skutkow stresu oksydacyjnego
(Nakabayashi 1 in., 2013). Wykazano zwigkszony poziom transkryptu genu AT5G20400
w liniach A. thaliana z nadekspresja genu ARR2 (RESPONSE REGULATOR 2)
kodujacego czynnik transkrypcyjny zaangazowany w $ciezke sygnalingu etylenu, co
wskazuje na udziat tego hormonu w regulacji ekspresji genéw zaangazowanych
w usuwanie ROS (Hass i in., 2004).

Drugim statystycznie nadreprezentowanym procesem biologicznym ws$rod genow
zidentyfikowanych w regionach QTL dla cech opisujacych bilans wodny w stresie suszy

jest biosynteza kwasow karboksylowych. Wynikiem szczegotowej analizy genow
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opisanych przez ten termin GO byto wytypowanie locus MLOC 18300 kodujacego
dioksygenaze 9-cis-epoksykarotenoidowa (NCED). U A. thaliana, NCED jest
kluczowym enzymem zaangazowanym w synteze kwasu abscysynowego (ABA),
uczestniczacym w powstawaniu jego prekursora w ostatnim etapie szlaku zachodzagcym
w plastydach (Seo i Koshiba, 2002). Kwas abscysynowy reguluje bilans wodny komorek
poprzez stymulacje pobierania wody przez system korzeniowy, przy jednoczesnym
ograniczeniu jej utraty przez liScie, wptywajac bezposrednio na zamykanie aparatow
szparkowych w odpowiedzi na niedobor wody (Sah i in., 2016).

Innym wytypowanym genem jest MLOC 35821 kodujacy aminotransferazg
ornitynowa. Jego ortolog u A. thaliana AT5G46180 zaangazowany jest w katabolizm
argininy i ornityny, ktore sag komdorkowym zrédtem azotu oraz prekursorami dla poliamin
i kwasu glutaminowego, b¢dacego substratem reakcji syntezy proliny (Funck i in., 2008).
Wykazano, ze locus OSOAT dla aminotransferazy ornitynowej u ryzu jest genem
docelowym dla czynnika transkrypcyjnego SNAC2, a linie z jego nadekspresja
charakteryzowaty si¢ zwigkszong zawarto$cig proliny oraz aktywnoS$cig antyoksydantow
w poréwnaniu z typem dzikim (You i in. 2012). Z kolei, ortolog genu MLOC_53947
u A. thaliana koduje chloroplastowa podjednostke dehydrogenazy pirogronianowej
uczestniczacej w metabolizmie acetylo-CoA, ktory jest zwigzkiem wyjsciowym do
licznych syntez m.in. kwasow ttuszczowych (Johnston i in., 1997; Mentzen i in., 2008).
Konsekwencja dlugotrwalej suszy jest degradacja dwuwarstwy lipidowej oraz
zwigkszenie jej przepuszczalno$ci dla jondw 1 zwigzkow chemicznych (Farooq 1 in.,
2009). Wzmozona synteza kwasow tluszczowych podczas stresu suszy moze by¢ jedng
z drog zachowania ciggtosci blon komorkowych, w celu zapewnienia réwnowagi
osmotycznej, utrzymania turgoru komorek oraz kontrolowanego transportu substancji.

W wyniku analizy wzbogacania terminéw Ontologii Genow, wsrod pozycyjnych
kandydatéw dla aktywnosci zwigzkow zaangazowanych w procesy antyoksydacyjne,
zidentyfikowano dwa geny kandydackie MLOC 57100 oraz MLOC 73233, ktorych
ortolog AT5G54160 (AtOMT1) u A. thaliana koduje enzym O-metylotransferazg.
Enzymy nalezace do tej grupy katalizujg u roslin metylacje atomu tlenu w czasteczkach
wielu metabolitow wtornych, m.in. flawonoidow oraz alkaloidow 1 sg zaangazowane
w synteze ligniny oraz tolerancje¢ na stresy abiotyczne i biotyczne (Bureau i in., 2007).
Akumulacje biatkka OMT wykazano m.in. w korzeniach kukurydzy oraz soi poddanych
stresowi suszy, natomiast u winoro$li stwierdzono pozytywna korelacje miedzy

zwigkszeniem ilosci transkryptu enzymu z grupy O-metylotransferaz i koncentracja
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metylowanych antocyjanow (Yamaguchiiin., 2010; Liu i in., 2013; Giordano i in., 2016).
Wyniki te sugeruja, ze aktywnos¢ O-metylotransferaz podczas stresu niedoboru wody
zwigzana jest z akumulacjg metylowanych, zatem bardziej stabilnych, form
antyoksydantow. Zaobserwowano, ze jeden z wytypowanych genow (MLOC 73233)
zmapowany zostat w hotspocie qHS3.2 dla aktywnosci y-tokotrienolu oraz zawarto$ci
proliny i sacharozy, co wskazuje na uruchomienie S$ciezki metylacji zwigzkow
chemicznych, bedacych prawdopodobnie posrednimi produktami metabolizmu
wymienionych antyoksydantéw i osmoprotektantow.

Genem kandydackim dla aktywnos$ci a-tokoferolu jest MLOC 63263, bedacy
ortologiem locus AT3G47450, ktory u A. thaliana koduje syntaze tlenku azotu (AtNOS1).
Tlenek azotu jest niskoczasteczkowym, bardzo reaktywnym zwigzkiem chemicznym,
ktory przenikajac z tatwoscig przez btony komdrkowe funkcjonuje obok reaktywnych
form tlenu jako gtowny mediator wielu szlakéw sygnalowych u roslin (Siddiqui i in.,
2011). Zwigkszong akumulacj¢ tlenku azotu podczas stresu suszy stwierdzono w lisciach
i korzeniach tytoniu, grochu, pszenicy oraz pietruszki (Petroselinum crispum Mill.;
Gould i in., 2003; Kolbert i in., 2005). Rosliny A. thaliana niosace mutacje w genie
AtNOS1 charakteryzowaly si¢ obnizong zawarto$cig tlenku azotu w tkankach, redukcja
stopnia zamknigcia aparatow szparkowych zalezng od ABA oraz zahamowanym
wzrostem korzeni oraz organdw nadziemnych, w poréwnaniu z typem dzikim (Guo i in.,
2003; Bright i in., 2006). Wykazano, ze tlenek azotu jest zaangazowany w odpowiedzZ na
stres suszy poprzez regulacje ekspresji genow bioracych udzial m.in. w transdukcji
sygnatu, transporcie zwigzkéw chemicznych oraz enzymatycznym unieszkodliwianiu
ROS. Wzrost stezenia reaktywnych form tlenu stymuluje syntez¢ tlenku azotu, ktory
poprzez S-nitrozylacj¢ modyfikuje strukturg czynnikow transkrypcyjnych wigzacych sig¢
z elementami cis sekwencji promotorowych genéw dla enzymatycznych
antyoksydantow, aktywujac proces ich transkrypcji (Palmieri i in., 2008). Mozna zatem
wnioskowac, ze ekspresja genu lub genow zaangazowanych w szlak syntezy a-tokoferolu
u jeczmienia regulowana jest na drodze zaleznej od stezenia tlenku azotu.

Najbardziej nadreprezentowang grupa gendw wsrdd pozycyjnych kandydatow dla
cech zwigzanych z funkcjonowaniem procesu fotosyntezy w stresie suszy byty biatka
szoku cieplnego (HSP), ktérych rola polega na stabilizacji struktury innych biatek,
zapobiegajac ich denaturacji oraz agregacji, a takze na translokacji i degradacji peptydoéw
uszkodzonych w wyniku oddziatywania czynnika stresowego (Santhanagopalan i in.,

2015). Ma to swoje biologiczne uzasadnienie, poniewaz konsekwencja fotoinhibicji oraz

139



nagromadzenia energii wzbudzenia w antenach fotosyntetycznych wywotanego stresem
suszy, jest produkcja w tancuchu transportu elektronéw reaktywnych form tlenu, ktore
wptywaja bezposrednio na uszkodzenia biatkowych struktur fotosystemu II. Szczegdlnie
wrazliwymi na degradacj¢ komponentami PSII s3: enzymatyczny kompleks rozktadajacy
wodg, enzym RuBisCO zaangazowany w asymilacje czasteczek CO2 w ciemnej fazie
fotosyntezy oraz syntaza ATP (Allakhverdiev i in., 2008). Szczegdtowa analiza pozwolita
na identyfikacje trzech genow MLOC 568, MLOC 31567 oraz MLOC 41281, ktérych
ortologiem u A.thaliana jest AT5G51440 kodujacy biatko HSP o masie 20 kDa.
Wykazano, ze biatka z rodziny HSP20 s3 najliczniej reprezentowang grupa niezaleznych
od ATP niskoczasteczkowych chaperondow u roslin. W genomie A. thaliana
zlokalizowano 19 loci dla HSP20, natomiast odpowiednio 36 i 23 geny zaangazowane sg
w synteze tej grupy bialek u topoli i ryzu (Lopes-Caitar i in., 2013). Innym
zidentyfikowanym locus dla proceséw biologicznych zwigzanych z faldowaniem biatek
jest MLOC 51927, ktoérego produktem jest zlokalizowana w stromie chloroplastow
podjednostka o chaperoniny o masie 60 kDa. Wykazano, ze biatko to zaangazowane jest
w stabilizacj¢ kompleksu RuBisCO oraz biogeneze i podziat plastydow (Salvucci, 2007,
Suzuki i in., 2009). Mutanty A. thaliana w genie AT2G28000 (CPNG60A)
charakteryzowaty si¢ albinotycznym fenotypem, zahamowanym wzrostem oraz
zredukowang liczbg wiekszych, w stosunku do typu dzikiego, chloroplastow
w komorkach.

Interesujagcym procesem biologicznym nadreprezentowanym w grupie genow
kandydackich dla cech charakteryzujacych wydajnos¢ fotosyntezy w stresie suszy jest
asymilacja siarki. Zidentyfikowano trzy geny MLOC 15256, MLOC 19075
i MLOC 38928, ktorych ortologi u A. thaliana koduja chloroplastowe ATP sulfurylazy.
Liczne doniesienia literaturowe sugeruja, ze siarka jest waznym pierwiastkiem
wchodzacym w sktad wielu zwigzkéw chemicznych, ktorych synteza skorelowana jest
z wystgpieniem stresow abiotycznych (Anjum i in., 2015). ATP sulfurylazy katalizuja
pierwszy etap reakcji asymilacji siarczandéw, polegajacy na aktywacji SO4*
z utworzeniem adenozyno-5’-fosfosiarczanu (APS), ktory w dalszych etapach cyklu
redukowany jest do postaci siarczkow S%°, wlaczanych do czasteczki cysteiny. Cysteina
jest natomiast jednym z substratow syntezy glutationu, ktory ze wzgledu na obecno$¢
bardzo  reaktywnej grupy tiolowej (-SH) uczestniczy w  zachowaniu
wewnatrzkomorkowej homeostazy redoks oraz w reakcji utleniania reaktywnych form
tlenu (Prioretti i in., 2014).
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Wynikiem wzbogacania termindw GO wsrdod genow kandydackich dla cech
charakteryzujacych proces fotosyntezy, byta rowniez identyfikacja kilku loci zwigzanych
z percepcja bodzcoéw abiotycznych, regulacja fotoperiodyzmu oraz $ciezka sygnalng
indukowang $wiatlem czerwonym. Zidentyfikowano MLOC 824, ktéry jest ortologiem
genu AT1G09570 (PHYA), u A. thaliana kodujacego fitochrom A. Powszechnie
wiadomo, ze $wiatlo jest kluczowym czynnikiem regulujacym u roslin procesy
fizjologiczne zwigzane m.in. z asymilacja CO., kietkowaniem nasion, wydluzaniem
pedu, rozwojem lisci, czy tez indukcja kwitnienia. Wykazano, ze zwigzane z percepcja
swiatla czerwonego barwniki z grupy fitochromow, uczestnicza réwniez w $ciezce
odpowiedzi na rézne bodzce abiotyczne, aczkolwiek molekularne mechanizmy lezace
u podstawy tego procesu pozostaja niewyjasnione (Carvalho i in., 2011). Wykazano, ze
podwojny mutant A. thaliana w genach phyA i phyB charakteryzuje si¢ zwigkszong
wrazliwoscig na promieniowanie UV-B, czego skutkiem jest obnizenie fotochemiczne;j
aktywnosci fotosystemu II. Wynik ten sugeruje udziat kompleksu fitochromow
w mechanizmie zapobiegajacym szkodliwym skutkom stresow abiotycznych na
wydajnos$¢ fotosyntezy (Khudyakova i in., 2017). Doniesienia literaturowe wskazuja
réwniez na udziat fitochroméw w kontroli zaleznego od ABA mechanizmu zamykania
aparatow szparkowych oraz regulacji ekspresji genow zaangazowanych w biosynteze
ABA 1 giberelin, co wskazuje na bezposredni udziat tych fotoreceptoroéw w odpowiedzi
na stres niedoboru wody (Sawada i in., 2008; Boggs i in., 2010). Innymi wyznaczonymi
genami zwigzanymi z percepcja swiatla czerwonego s3 MLOC 53845 1 MLOC 6879,
zaangazowane w regulacj¢ czasu kwitnienia. Dlugotrwaty okres stresu suszy wystepujacy
w generatywnej fazie wzrostu wplywa na zahamowanie rozwoju kwiatow, co
w konsekwencji prowadzi do sterylnosci. Obnizony potencjal wody w fazie wzrostu
wegetatywnego jest dla roslin sygnatem o mozliwosci wystapienia warunkow stresowych
w pozniejsze] fazie cyklu zyciowego. Uruchomiona zostaje kaskada reakcji majaca na
celu przyspieszenie terminu kwitnienia w celu ucieczki przed suszg i wydania ptodnych
nasion (Cattivelli i in., 2008). Do czynnikow wptywajacych na stymulacje ekspresji
genow zaangazowanych w przyspieszenie kwitnienia u A. thaliana naleza m.in.
wernalizacja, fotoperiod oraz zawartos¢ giberelin 1 cukrow, bedacych produktem
fotosyntezy (Kazan i Lyons, 2016). Najwazniejszym genem indukujacym wejscie w faze
generatywng jest FLOWERING LOCUS T (FT), ktérego produkt biatkowy stymuluje
ekspresje gendow zaangazowanych w podzial komoérek merystematycznych w celu

zapoczatkowania kwitnienia (Turck i in., 2008). Ekspresja genu FT jest aktywowana
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przez czynnik transkrypcyjny CONSTANS (CO) oraz hamowana przez produkt genu
FLOWERING LOCUS C (FC). Zidentyfikowany gen MLOC_6879 jest ortologiem genu
AT3G24440, kodujacego u A. thaliana biatko niewrazliwe na wernalizacj¢ (VIN3), ktore
zaangazowane jest w epigenetyczng represje¢ transkrypcji genu FC, przyspieszajac tym
samym wejscie w faze kwitnienia. Produkt biatkowy drugiego z genow (MLOC 53845)
jest ortologiem PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME 1 (PFT1), ktory aktywuje
ekspresje genu FT na drodze zaleznej i niezaleznej od CO (Inigo i in., 2012). Wyniki te
sugeruja, ze obnizenie wydajnosci fotosyntezy na skutek stresu niedoboru wody
zadanego w stadium siewki moze by¢ dla roslin istotnym sygnatem dla aktywacji
ekspresji genéw zwigzanych z indukcja kwitnienia, a zatem skroceniem dtugosci cyklu
zyciowego 1 ucieczka przed susza.

Wsréd gendéw  kontrolujacych komodrkowa zawarto$¢ osmoprotektantow
i hormondéw zidentyfikowano wiele nowych loci uczestniczacych w biosyntezie roznych
zwigzkoéw chemicznych oraz zaangazowanych w regulacje sygnalingu hormonow
ro$linnych. Wigkszo$¢ wyznaczonych gendéw zlokalizowanych jest w hotspotach qHS2.1,
qHS2.3 1 gHS3.1, co wskazuje na udziat ich produktéw biatkowych w kilku szlakach
metabolicznych. Przykladem s3a: MLOC 174, ktorego produkt bialkowy uczestniczy
w transporcie glutationu oraz MLOC 40292 kodujacy fosfatazg-3-glicerolu, ktére sa
genami kandydackimi dla zawarto$ci proliny oraz maltozy i sacharozy. Zawartos$¢
maltozy w stresie suszy zostala powigzana rowniez z locus MLOC 58506, ktorego
ortolog AT1G29420 u A. thaliana koduje mate RNA indukowane auksyng (SMALL
AUXIN UPREGULATED RNA 61; SAURG61). Auksyny sa grupg hormonow roslinnych
zaangazowanych m.in. w procesy wzrostu elongacyjnego i réoznicowania si¢ komorek,
dominacj¢ wierzchotkowa, inicjacj¢ tworzenia korzeni bocznych oraz ruchy roslin
w odpowiedzi na bodZce zewngtrzne. Doniesienia literaturowe wskazujg roéwniez na
udzial auksyny w odpowiedzi na rézne stresy biotyczne i abiotyczne (Du i in., 2013).
Wykazano, ze poddane stresowi niedoboru wody linie A. thaliana z nadekspresjg genu
zaangazowanego w syntez¢ auksyny, charakteryzowaty si¢ zwigkszong aktywnoscia
antyoksydantow i zmienng zawarto$cia aminokwasow, cukrow, poliamin oraz alkoholi
cukrowych, w poréwnaniu z typem dzikim. Dodatkowo, zarowno endo- jak i egzogenna
auksyna wptywata na zwiekszenie ekspresji genow, ktérych aktywnos¢ skorelowana jest
ze stresem suszy tj. DREB2A, RD22, czy RD29A (Shi i in., 2014). Mate RNA (ang. small
RNA) nalezace do rodziny SAUR kodowane s3 przez geny wczesnej odpowiedzi na

auksyne, aczkolwiek nieznane sg ich loci docelowe oraz rola jaka petnig w sygnalingu
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tego hormonu w odpowiedzi na stresy abiotyczne (Wu i in., 2012; Ren i Gray, 2015).
Obserwowany spadek zawarto$ci maltozy w analizowanej populacji RIL podczas stresu
suszy, moze by¢ zatem kontrolowany na drodze wyciszania ekspresji genow
zaangazowanych w synteze tego cukru przez mate RNA, ktérych obecnos¢ w komorce
indukowana jest zmiang poziomu auksyny.

Interesujacym wynikiem jest identyfikacja dwoch genéw: MLOC_65646
1 MLOC 22343, ktorych produkty biatkowe uczestnicza w metabolizmie zwiazkow
zawierajacych atom molibdenu. Locus MLOC 65646 jest ortologiem genu AT5G20990,
ktory u A. thaliana koduje biatko zwigzane z biosyntezg molibdopteryny, natomiast
produktem biatkowym genu MLOC_22343, wykazujacym duza homologi¢ sekwencji
z AT1G80310, jest transporter tlenkéw molibdenu. Molibdopteryna oraz molibdeniany
sa substratami biosyntezy kofaktora molibdenowego, ktérego biologicznag funkcja jest
nadawanie wielu enzymom aktywnosci oksydoredukcyjnej. Najwazniejszymi enzymami
docelowymi dla kofaktora molibdenowego sa oksydaza aldehydowa, reduktaza
azotanowa, dehydrogenaza ksantynowa oraz oksydaza siarczynowa (Mendel, 2013).
Oksydaza aldehydowa jest kluczowym enzymem w szlaku biosyntezy ABA,
katalizujagcym jego ostatni etap, polegajacy na utlenieniu aldehydu abscysynowego.
W celu uzyskania petnej aktywnosci katalitycznej oksydazy aldehydowej, niezbedna jest
modyfikacja kofaktora molibdenowego przez dodanie do jego czasteczki atomu siarki, Co
u roslin przeprowadzane jest przez enzym sulfurylazg, kodowany przez gen LOS5/ABA3
(Bakhsh i Hussain, 2015). Badania wykazaty, ze linie kukurydzy i soi z nadekspresja
genu LOS5/ABA3 charakteryzowaty sie redukcjg transpiracji, ograniczonym btonowym
wyciekiem elektrolitoéw oraz wigksza aktywnos$cig antyoksydantoéw i zawartoscia proliny
(Liiin., 2013; Lu i in., 2013). Geny MLOC 65646 i MLOC 22343 zidentyfikowane
zostaty w przedziatach ufnosci QTL QJABS/RC.2H.2 dla ilosci energii zaabsorbowane;j
przez czasteczki chlorofilu anten PSII w przeliczeniu na centrum reakcji oraz QTL
QdPro.2H.2 dla zawartosci proliny, cO pozwala przypuszczaé, ze spadek wydajnosci
fotosyntezy w stresie suszy indukuje ekspresj¢ genow zaangazowanych w synteze
substratow kofaktora molibdenowego i implikuje zalezng od stezenia ABA akumulacje

proliny.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Whnioski

Zidentyfikowane w pracy 33 loci cech ilosciowych (QTL) kontrolujace zmienno$é
18 parametrow fizjologicznych i biochemicznych w stresie suszy lub wskaznikow
stresu (ang. SI — stress index), zakwalifikowano jako glowne QTL, ktore mogg by¢
wykorzystane w programach hodowlanych, w celu tworzenia odmian o zwi¢kszonej

tolerancji na deficyt wody.

Po raz pierwszy dla jeczmienia zmapowano QTL dla nastepujacych cech zwigzanych
z odpowiedzig na suszg: zawarto$¢ etylenu, glukozy, sacharozy, maltozy, rafinozy,
a-tokoferolu, y-tokotrienolu, aktywno$¢ katalazy oraz dla niektorych parametrow

charakteryzujacych wydajnos¢ fotosyntezy.

Zidentyfikowano 11 hotspotow, grupujacych 61% wyznaczonych QTL, co sugeruje
wspolne podloze genetyczne analizowanych cech fizjologicznych i biochemicznych

zmapowanych w rejonach tego typu lub bliskie sprzezenie kontrolujacych je genow.

W wyniku integracji mapy genetycznej i fizyczne] sekwencji genomu jeczmienia
wyznaczono 1101 pozycyjnych gendéw kandydackich, lezacych w przedziatach

ufno$ci zmapowanych QTL dla warunkow stresu suszy lub wskaznikow stresu (SI).

Zastosowana strategia wzbogacania termindw Ontologii Genow (ang. GO
enrichment), umozliwita 8-krotng redukcj¢ puli pozycyjnych kandydatéw do grupy
143 gendw, o najwigkszym prawdopodobienstwie ich potencjalnego zaangazowania

w wyksztatcenie analizowanych cech w warunkach deficytu wody.

Wsrdd pozycyjnych gendow kandydackich znajduje si¢ 46 ortologéw Arabidopsis
thaliana kodujacych m.in. antyoksydanty, enzymy szlaku biosyntezy kwasow
organicznych, biatka szoku cieplnego, mate RNA indukowane auksyng, syntaze
tlenku azotu, ATP sulfurylazy, biatka zaangazowane w metabolizm substratow

syntezy kofaktora molibdenowego oraz uczestniczace w regulacji czasu kwitnienia.
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7)

8)

9)

Istotny statystycznie spadek S$rednich wartosci wigkszoSci  parametrow
fizjologicznych z jednoczesnym wzrostem zawartosci cukréw prostych i etylenu oraz
aktywno$ci antyoksydantow w liSciach siewek badanych genotypow w stresie suszy,
W porownaniu do warunkow optymalnego nawodnienia, wskazuje na zmiang
metabolizmu  komorek, nakierowang na  uruchomienie = mechanizmow
zwigkszajacych adaptacje¢ do niekorzystnych warunkéw wywolanych niedoborem
wody.

Skonstruowana konsensusowa, funkcjonalna mapa genetyczna charakteryzuje si¢
dobrym pokryciem markerami oraz uktadem loci zgodnym z mapg fizyczng oraz
innymi mapami genetycznymi jeczmienia. Ze wzgledu na wysoka rozdzielczosé,
wynoszaca 1,1 cM, stanowi solidng podstawe do identyfikacji loci cech ilosciowych

dla r6znych cech w warunkach stresu suszy.

Wystgpowanie markero6w o istotnym statystycznie odchyleniu od przewidywanej
segregacji alleli 1:1 oraz grup sprzezen przekraczajacych haploidalng liczbe
chromosoméw jeczmienia sg prawdopodobnie konsekwencja niskiego stopnia
pokrewienstwa form rodzicielskich, pochodzacych =z odleglych rejondéw
geograficznych oraz presji selekcyjnej faworyzujacej allele odmiany europejskiej

w trakcie wytwarzania populacji RIL.
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8. Streszczenie

Susza jest jednym z najgrozniejszych stresow §rodowiskowych ograniczajacych
prawidlowy wzrost 1 rozwdj roslin oraz gléwnym czynnikiem powodujagcym straty
w rolnictwie. Wsrdd zboz, czwartg pozycje na Swiecie pod wzgledem wielkosci produkcji
rolnej zajmuje jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.), ktory ze wzgledu na duze
zdolnos$ci adaptacyjne jest chetnie uprawiany w niesprzyjajacych warunkach
klimatycznych. Ro$liny na drodze ewolucji wyksztalcity wiele roznych strategii
pozwalajagcych na ich przystosowanie do okresowego niedoboru wody w glebie.
Identyfikacja molekularnych mechanizmoéw  kontrolujacych  zmienno$¢ cech
w warunkach stresu suszy jest trudna ze wzgledu na ztozony, iloSciowy charakter
dziedziczenia tolerancji na deficyt wody, bedacy wynikiem tacznej ekspresji wielu genow
o niewielkich efektach fenotypowych.

Prezentowane badania przedstawiaja kompleksowe podejscie do poznania
molekularnych podstaw tolerancji jeczmienia na stres suszy, obejmujace skonstruowanie
wysokorozdzielczej mapy genetycznej markerow SNP i SSR, na ktorej zlokalizowano
funkcjonalne geny kandydackie oraz rejony QTL dla parametrow fizjologicznych
I biochemicznych, zwigzanych z odpowiedzig na deficyt wody. Otrzymang mapg
genetyczng zintegrowano z fizyczng sekwencja genomu w celu identyfikacji nowych, nie
badanych dotad u jeczmienia, genéw w przedziatach ufnosci wyznaczonych loci cech
ilosciowych.

W pierwszym etapie badan stworzono konsensusowa mape genetyczng dla trzech
populacji mapujacych RIL, otrzymanych w wyniku krzyzowania odmian europejskich
z syryjskimi liniami hodowlanymi i zlokalizowano na niej 64 jeczmienne ortologi genow
bialek regulatorowych oraz funkcjonalnych, zwigzanych z odpowiedzia na stres suszy
u gatunkdw modelowych, oraz geny wyr6znione na podstawie analizy transkryptomow
genotypow wykorzystanych w pracy. Skonstruowana mapa o dlugosci 941,86 cM,
zawierata ogotem 875 loci z rozdzielczoscig 1,1 ¢cM 1 sktadata si¢ z 13 grup sprzegzen, co
zwigzane bylo z wystgpieniem regionéw genomu grupujacych markery wykazujace
odchylenia od oczekiwanego wzoru segregacji alleli 1:1, wyraZnie oddzielonych od
sasiadujacych segmentow chromosomoéw. Zidentyfikowano 66 loci cech ilosciowych
kontrolujagcych zmienno$§¢ 26 parametrow fizjologicznych 1 biochemicznych,
charakteryzujacych bilans wodny, wydajno$¢ procesu fotosyntezy, zawarto$¢

osmoprotektantow i hormonow oraz aktywno$¢ antyoksydantow u badanych genotypow.
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Po raz pierwszy dla jeczmienia zmapowano QTL dla takich cech jak: zawarto$¢ etylenu,
glukozy, sacharozy, maltozy, rafinozy, a-tokoferolu, y-tokotrienolu, aktywno$¢ katalazy
oraz dla niektorych parametrow charakteryzujacych przebieg procesu fotosyntezy. Wsrod
zidentyfikowanych loci cech ilosciowych, opisano 33 QTL dla 18 cech fizjologicznych
i biochemicznych w stresie suszy lub wskaznikow stresu (ang. SI - stress index), przy
czym wszystkie loci zakwalifikowano jako tzw. gtowne QTL, wyjasniajace co najmnie;j
10% obserwowanej zmienno$ci cech. Zmapowane loci cech iloSciowych
charakteryzowaly si¢ tendencja do grupowania w okreslonych regionach genomu.
Wyznaczono 11 hotspotow, zawierajacych 61% wszystkich zidentyfikowanych QTL,
o calkowicie badz czesciowo pokrywajacych si¢ przedziatach ufnosci, z czego az cztery
w chromosomie 2H. Wystepowanie hotspotow sugeruje wspdlne podloze genetyczne
analizowanych cech fizjologicznych i biochemicznych, zmapowanych w rejonach tego
typu lub bliskie sprzezenie kontrolujacych je genow. Integracje mapy genetycznej
i fizycznej przeprowadzono na podstawie pozycji w genomie jeczmienia markerow
definiujacych poczatek 1 koniec przedziatow ufnosci wyznaczonych QTL.
Zidentyfikowano 1101 pozycyjnych gendéw kandydackich we fragmentach genomu,
odpowiadajacych rejonom QTL kontrolujagcym wyksztatcenie badanych cech w stresie
suszy. W wyniku analizy wzbogacania termindw Ontologii Genow (ang. GO
enrichment), pule t¢ zredukowano do 143 genéw powiazanych z procesami
biologicznymi istotnie nadreprezentowanymi w grupach genow dla cech
charakteryzujacych bilans wodny, wydajnos¢ procesu fotosyntezy, zawartos¢
osmoprotektantow 1 hormondéw oraz aktywno$¢ antyoksydantow, w stosunku do
czestosci ich wystgpowania w genomie jeczmienia. Wyrdzniono geny kodujace m.in.
antyoksydanty, enzymy szlaku biosyntezy kwasow organicznych, biatka szoku
cieplnego, male RNA indukowane auksyna, syntaz¢ tlenku azotu, ATP sulfurylazy,
biatka zaangazowane w metabolizm substratow syntezy kofaktora molibdenowego oraz

uczestniczace w regulacji czasu kwitnienia.
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9. Summary
Drought is one of the most adverse abiotic stresses limiting plant growth and

development, as well as the major factor influencing yield loss. Among cereals, barley
(Hordeum vulgare L.) is ranked fourth in terms of harvested acreage and as a staple food
Is attracting renewed attention, because of its wide adaptation to the harsh environments.
Plants have evolved various mechanisms to cope with water deficit at different biological
levels. However, there is an enormous challenge to decipher molecular mechanisms
influencing particular complex phenotypic traits under water-limiting conditions due to
polygenic inheritance controlled by several genes of small effects.

The presented research shows a comprehensive approach for elucidation
of molecular basis of drought tolerance in barley. The study includes construction of high-
density SNP and SSR-based genetic map with positioned functional candidate genes
(CGs), mapping of QTLs for physiological and biochemical traits associated with drought
tolerance, projection of QTL confidence intervals on physical barley genome map, and
the retrievement of positional CGs, followed by Gene Ontology (GO) enrichment
analysis.

The genetic consensus map was constructed using three RIL populations,
developed from the crosses between European cultivars and Syrian breeding lines, and
was enriched with 64 genes, encoding barley orthologues of functional and regulatory
drought tolerance-related genes described in model species, as well as the genes derived
from the transcriptome analysis of parental genotypes of the study, performed under water
deficit conditions. The genetic map spans 941.86 cM with resolution of 1.1 ¢cM and
contains 875 loci clustered into 13 linkage groups, as a result of presence of the genomic
regions with markers exhibited significant segregation distortion, clearly separated from
neighboring chromosome segments. A total of sixty-six QTLs for 26 physiological and
biochemical traits that describe water relations, photosynthetic efficiency, content
of osmoprotectants and hormones, and activity of antioxidants, were identified. For the
first time, QTLs for ethylene, glucose, sucrose, maltose, raphinose, a-tocopferol,
y-tocotrienol content, catalase activity, and various photosynthetic parameters have been
mapped in barley. All of the 33 detected QTLs for 18 physiological and biochemical
parameters under drought conditions and stress indices (SI) were a major QTLs with the
value of phenotypic variance exceeding 10%. The mapped QTLs tended to be clustered
in particular chromosome regions. Based on overlapping confidence intervals of QTLSs,

11 hotspots were identified that enclosed 61% of mapped QTLs. Four of them were
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localized in chromosome 2H. The existence of hotspots suggests a common genetic
background of analyzed physiological and biochemical traits mapped in these regions or
presence of closely linked genes that control them. The genetic and physical map
integration was based on the position of markers defining boundaries of QTL confidence
intervals in barley genome and allowed the identification of 1101 positional CGs within
the chromosomal regions of drought-specific QTLs. The GO enrichment resulted in the
designation of 143 CGs potentially involved in Biological Processes (BP) significantly
over-represented in the gen sets associated with water relations, photosynthetic
efficiency, content of osmoprotectants and hormones, and activity of antioxidants,
compared with the genome-wide background frequency. Among them were genes
encoding antioxidants, carboxylic acid biosynthesis enzymes, heat shock proteins, small
auxin upregulated RNAs, nitric-oxide synthase, ATP sulfurylases, and proteins involved
in the metabolism of molybdenum cofactor synthesis substrates as well as regulation

of flowering time.
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10. Aneksy

Aneks 1. Sklady zastosowanych odczynnikow

Tabela 10.1. Sktad buforu ekstrakcyjnego C-TAB (100 ml)

Skladniki Hosé
C-TAB 24
Tris HCI 1 M pH=8 10 ml
EDTAO05M 4 ml
NaCl 5M 28 ml
Doda¢ tuz przed uzyciem:
B-mercaptoethanol 1 mi

Tabela 10.2. Sktad buforu TE (100 ml)

Skladniki Hosé
Tris HCI 1M pH=8 1ml
EDTAOQ05M 200 pl

Skladniki Tlosé
Mocznik 8449
10 x TBE 2,0 ml
30% AA (akrylamid/bisakrylamid) 4,0 ml
ddH.0 do 20,0 mi
Dodac¢ tuz przed wylaniem:
TEMED 15,0 ul
10% APS (nhadsiarczyn amonu) 150,0 pl

Tabela 10.4. Sktad buforu 10 x TBE (1 1)

Skladniki Tlosé
Tris 162 g
Kwas borowy 2759
EDTA 93¢
ddH0 doll

Tabela 10.5. Sktad buforu do tadowania z formamidem, tzw. ,,stop bufor” (10 ml)

Skladniki Tlosé
Formamid (Sigma) 8,8 ml
Bromophenol Blue/Xylene Cyanol (Sigma) 1ml
EDTA 0,5 M pH=8 200 pl

Tabela 10.6. Sktad buforu do tadowania z sacharoza (5 ml)

Skladniki Tlosé
Bromophenol Blue/Xylene Cyanol (Sigma) 0,2 ml
Sacharoza (Sigma) 29
ddH-0 4,8 ml

Tabela 10.3. Sktad mieszaniny zelowej dla 6% denaturujacych Zzeli poliakrylamidowych (20 ml)
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Aneks 2. Sekwencje starteréw, chromosomowa lokalizacja oraz jako$¢ markerow SSR

Tabela 10.7.

Chromosom Nazwa markera ﬁ(r:o}gram Sekwencja startera forward (5'- 3") Sekwencja startera reverse (5'- 3') Jakos$¢é Uwagi

1H GMS021 scssr-51 CTATCACACGACGCAACATG CCTGAGAAAGAAAGCGCAAC staba skomplikowany wzor prazkowy
1H Bmac0399 ssr-51 CGATGCTTTACTATGAGAGGT GGGTCTGAAGCCTGAAC bardzo dobra

1H Bmac0213 SSR-F ATGGATGCAAGACCAAAC CTATGAGAGGTAGAGCAGCC bardzo dobra

1H Bmag0872 SSR-I ATGTACCATTACGCATCCA GAAATGTAGAGATGGCACTTG bardzo dobra

1H Bmag0347 SSR-E CTGGGATTGGATCACTCTAA AAAACAAGTACTGAAAATAGGAGA bardzo dobra

1H EBmMac0656 SSR-F TAGACCTCATGCTCATGG GTATGTGTAGGTGTAGGAATGC bardzo dobra

1H Bmag0345 SSR-F ATGAGGAATAACTCAACCAAA AATATATTTTCGATGTCGAGC bardzo dobra

1H GBM1412 GBM-MOD | TCGACACAGATAGACAGGCG GACGGAGCCAACCAATAAAA bardzo dobra

1H Bmag0211 SSR-F ATTCATCGATCTTGTATTAGTCC ACATCATGTCGATCAAAGC bardzo dobra

1H Bmag0770 SSR-I AAGCTCTTTCTTGTATTCGTG GTCCATACTCTTTAACATCCG bardzo dobra

1H GBM1234 GBM-MOD | TTCTTCTGACGGCGCTTATT TATGGGTACCCGCACTTAGC bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy
1H GBM1336 GBM-MOD | ACTTCTATGGCGCGTAATGC TACACGCCCAAACAAGTCCT bardzo dobra

1H GBM1216 GBM-MOD | ATGGACGGATGCTACTCCAC TTGATTGGCTTACCTGAGCA bardzo dobra

1H EBmac0501 SSR-F ACTTAAGTGCCATGCAAAG AGGGACAAAAATGGCTAAG bardzo dobra

1H EBmMac0695 SSR-E AGTTGGTGACAGCCAAATA ATCCTAAGACACATTTGCACT bardzo dobra skomplikowany wzoér prazkowy
1H HVM20 SSR-A CTCCACGAATCTCTGCACAA CACCGCCTCCTCTTTCAC bardzo dobra

1H GBM1334 GBM-59 CCTCTTCCGAATCCATCAAA GAGTTGGGGACTTTGCTGAC bardzo dobra

1H Bmac0063 SSR-E AAACATGCACGTCACCTAC ACAACCACTGCATGAACAT bardzo dobra

1H Bmac0032 SSR-D CCATCAAAGTCCGGCTAG GTCGGGCCTCATACTGAC bardzo dobra

1H GBM1411 GBM-MOD | TGCTCTACAAACCGCTGATG CGGAGTTCAGTTCAGACCGT bardzo dobra

1H Bmac0154 ssr-51 CTGGGTGATGAATAGAGTTTC TATTCTTCAAAAGATGTTCTGC bardzo dobra

1H GBM1143 GBM-MOD | TCCAACGGCACTAGCAATTT GAAAATATGAAGGCGGACCA bardzo dobra

1H GBM5162 GBM-MOD | GCCGTCTCCGACTACTTGC CCGTAACCTGAACCAGAGGA bardzo dobra

1H GBM1272 GBM-MOD | CCGTCCAAAGGGTTTTGATT CTCTGTAAAGGGAGGCAACG bardzo dobra

1H Bmag0382 SSR-F TGAAACCCATAGAGAGTGAGA TCAAAAGTTTCGTTCCAAATA bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy
1H HVHVA1 SSR-E CATGGGAGGGGACAACAC CGACCAAACACGACTAAAGGA bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy




8.1

Tabela 10.7. cd.

Chromosom Nazwa markera ﬁ(r:o}gram Sekwencja startera forward (5'- 3") Sekwencja startera reverse (5'- 3') Jakos$¢é Uwagi

1H GBM1278 GBM-MOD | CACATCAGTCCGACAACACC AACCCTGAACGGCTACCAG bardzo dobra

1H GMS149 SSR-1 ACCCTAACTCATGTTCT AAGGAACATAGCCAACTC staba obecnos$¢ allelu null

1H WMCI1ES SSR-E TCATTCGTTGCAGATACACCAC TCAATGCCCTTGTTTCTGACCT bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy
1H Bmag0579 SSR-E CCTAGATAAGGAACATAGCCA CAAAGACCCTAACTCATGTTC bardzo dobra

1H GBM1461 GBM-MOD | AAACCATGCATTCTTCAGAGA TTTAGACCGACCCGATGAAG bardzo dobra obecnos¢ allelu null

1H GBM1434 GBM-MOD | CACGAGGCTACAACCCAATC GTCATCTTCTTGCTGCCTCC staba

1H EBmac0783 SSR-E TAGTACGGGGCAGTAGATAGT TGCATATGTGTGTACTGCTG bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy
2H Bmac0134 SSR-E CCAACTGAGTCGATCTCG CTTCGTTGCTTCTCTACCTT bardzo dobra

2H GBM1121 GBM-MOD | ACCACCCCCATCCATCAG GACTGCACCTTGTAGCCGAT bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy
2H HVM36 SSR-A TCCAGCCGACAATTTCTTG AGTACTCCGACACCACGTCC bardzo dobra

2H GBM5018 Ssr-56 GTCGGTCGTAGATCGGACTC CATCATGGAACACTTCCACC bardzo dobra

2H GBM1214 GBM-MOD | ATGCTACAGCAAGCATGCAC TGGTGAGGATGTCGGAGAAC bardzo dobra

2H Bmag0692 SSR-E GCAAGGTATCTCTTGTATTTTG TGGCATCTACAATCTAAAACA bardzo dobra obecnos¢ allelu null

2H GBM1523 scssr-60 GCATGATTCAGTAGGCAACG GTTGTGATGGCCTTGATGTG bardzo dobra

2H Bmac0218a, b SSR-F ATTGCATTGATTAACTCCTACA GGGGGAATCTTTGTGTAAG bardzo dobra wiele loci

2H GBM1446 GBM-MOD | GAGCACCGAGCTACCTCTCA CCTGCCTGAAGAAGTCGAAC bardzo dobra

2H HvXan SSR-F CAGCCACCTCCATAGTACTT CTGCTCTAGGCTCGTGTT bardzo dobra

2H GBM1459 GBM-MOD | AACACATCCATACTTCCCCG AGCTGAATAAATGCCCATGC bardzo dobra

2H Bmac0093 SSR-E CGTTTGGGACGTATCAAT GGGAGTCTTGAGCCTACTG bardzo dobra

2H EBmac0557 SSR-D ATGCATGTGTAGATGTAGATGTG AACAAGGATAAACTAACATGGG bardzo dobra

2H GBM1366 GBM-MOD | TCCTCTACATCAGCACGTCG AAAGGCAGCACCAGTCAGAT bardzo dobra

2H EBmac0684b SSR-E TTCCGTTGAGCTTTCATACAC ATTGAATCCCAACAGACACAA bardzo dobra

2H EBmac0854 SSR-K GTCGATATAACGCACTTTCA ATTCCCTCTAACACACCAAC bardzo dobra

2H Bmag0518 SSR-F AATGCCATGATGTTATTGG AAGAAGATTACATCGAATAGATCA bardzo dobra

2H Bmag0720 SSR-1 AAACCGTTTGTATAGCACG ATAAGTGAATGCTTCTGAGGA bardzo dobra

2H Bmag0829a, b SSR-1 TAAAAGCCAAACTCGATAATC TTGTTGATGAGAAGTTTTGTG bardzo dobra | wiele loci

2H Bmag0378 SSR-F CTTTTGTTTCCGTAGCATCTA ATCCAACTATAGTAGCAAAGCC bardzo dobra
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2H Bmag0140 SSR-F GCGATCCCATATACTTGTG TCGGATTTAAGTATCTCTGGA bardzo dobra

2H Bmag0711 SSR-1 GGAGAGTCACATATCAAGGAC CCACTCCTTCTCATACCTTTA bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy
2H GBM1468 GBM-59 GTTCCTTCTTTGCCTCCTCC TCCATGGTCCTCTCCTTCAC bardzo dobra

2H Bmac0216 SSR-E GTACTATTCTTTGCTTGGGC ATACACATGTGCAAAACCATA bardzo dobra

2H Bmag0125 SSR-E AATTAGCGAGAACAAAATCAC AGATAACGATGCACCACC bardzo dobra

2H EBmatc0039 SSR-F TAGTCTCTTCATTTATACCATCACC | CATGCTGATCCCCCTTCT bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy
2H EBmag0793 SSR-E ATATATCAGCTCGGTCTCTCA AACATAGTAGAGGCGTAGGTG bardzo dobra

2H GBM1440 GBM-MOD | CTACCGAGCTCCTCCTCCTC GGCCTCCTTCTTGTCGTAGA bardzo dobra

2H GBM1309 GBM-MOD | ATAACTCTTCGTGCCGAACC ACGTAGACCTCCACCACCTG bardzo dobra

2H GBM1469 GBM-59 GGGTACGAGGCTTATGGACA ATGAGGCGATCAAAATCAGG bardzo dobra

2H EBmac0415 SSR-E GAAACCCATCATAGCAGC AAACAGCAGCAAGAGGAG bardzo dobra

2H HVMb54 scssr-51 AACCCAGTAACACCTGTCCTG AGTTCCCTGACCCGATGTC bardzo dobra

2H GBM1498 GBM-MOD | TGCTCCAACCCAAAAGCTAC GAAGACGACGAGCGGTACTC bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy
2H GBM1462 GBM-MOD | CTGTGGCTAAAGAAGGCACC AAGATTGCTGCAGGATAGGC bardzo dobra

2H Bmag0749 SSR-1 CGGATTCTTGAGTAGTCTCTG GATCTGTTTTTGTAGAACATGC staba

2H/6H/7TH Bmag0571a, b, c, d SSR-E AAGAACACCATATGATCCAAC ATTGGAGACGTATCATGTACC bardzo dobra obecnos$¢ allelu null

3H GBM1280 GBM-MOD | CTTCTTCTTCTTGTTGGGCG AAGGGATCAGTTTGGTTCCC bardzo dobra

3H GBM1450 GBM-MOD | AAGGTGGCGGAGTTCTACCT ATCGACCAGTGGAGCACATA bardzo dobra

3H GBM1078 GBM-MOD | GGGCCTCCTTTCTCTCTCTC CCTTCTGCCTCCTCCTCAAT bardzo dobra

3H GBM1382 GBM-MOD | TCTCAACTCACATGGCTTGG GATTGATGGATTGATTGCCC bardzo dobra

3H EBmMac0705 SSR-K GTGGAAAACTGAGTGAAACTC TTGAGGAGAAGTAATGACGAT bardzo dobra

3H GBM1284 GBM-51 GTAGGGGTCGGGCTCTTG TCAATCATGGAGTTCCCTCAC bardzo dobra

3H Bmag0023 SSR-E AACACAGACCTACGGGTC CATGAGATAGATCCAAGCAC bardzo dobra

3H GBM1300 GBM-MOD | TGGATGCTCCTCCCAATTTA ATGCATGTTGTGCCCAAGTA bardzo dobra

3H Bmac0067 SSR-E AACGTACGAGCTCTTTTTCTA ATGCCAACTGCTTGTTTAG bardzo dobra obecnos¢ allelu null

3H Bmag0006 SSR-F TTAAACCCCCCCCCTCTAG TGCAGTTACTATCGCTGATTTAGC bardzo dobra

3H Bmac0043 ssr-51 ACGTTCACCCTATATGACAAG TGGGTAATCCTGGTTAAACTA bardzo dobra
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3H HVM27 SSR-A GGTCGGTTCCCGGTAGTG TCCTGATCCAGAGCCACC bardzo dobra

3H Bmag0131 SSR-E TTTCAGAAACGGAGTTTTG CCTCCACACAAAAAATCC bardzo dobra

3H GBM1444 GBM-MOD | AGGGATGCTCTTGAGTCGTG ACCACAGGTAACCTCGCAAC bardzo dobra

3H GBM1213 GBM-MOD | AAAGCTACGACCGACAAGGA GTCATCTCAGCTCCTACCGC bardzo dobra

3H Bmac0209 SSR-F CTAGCAACTTCCCAACCGAC ATGCCTGTGTGTGGACCAT bardzo dobra

3H Bmag0828 SSR-I CATCTCCTAAGGTTTATCTTTGA AGATCGTGACCTCTCAAGAC bardzo dobra

3H Bmag0138a SSR-F ACCAGGAGGAATGAGAGAG AATAAACCTTGAGACGATGG bardzo dobra

3H Bmag0603 SSR-E ATACCATGATACATCACATCG GGGGGTATGTACGACTAACTA bardzo dobra

3H EBmac0871 SSR-E TGCCTCTGTTGTGTTATTGT CCCCAAGTGAACATTGAC bardzo dobra

3H GBM1495 ssr-58 ATTGCATCCGCTACCAGAGT AAGGACAGGCCCTTGTTGT bardzo dobra

3H HVM33 SSR-A ATATTAAAAAAGGTGGAAAGCC CACGCCCTCTCCCTAGAT bardzo dobra

3H GBM1090 GBM-MOD | CTGCCCTAGAAATGGCGTAG TGTGCAACTCAATAACCCCA bardzo dobra

3H HVM60 SSR-A CAATGATGCGGTGAACTTTG CCTCGGATCTATGGGTCCTT bardzo dobra

3H Bmag0225 SSR-F AACACACCAAAAATATTACATCA CGAGTAGTTCCCATGTGAC bardzo dobra

3H GBM1405 GBM-MOD | TACACGCACTGAAAAGACGG CTCGCTGCTGAGTTTGTCTG bardzo dobra

3H GBM1233 GBM-MOD | TTAACCCCCAATGTCAGGAA AATGTGTTCACTGTGGCTGC bardzo dobra

3H Bmag0010b, ¢ SSR-G AGTAGTTCACCCTTGGGGCT AGCACGTGATACATCAAGAACG bardzo dobra wiele loci, obecno$c¢ allelu null
3H Bmag0606 SSR-E CTATTTGTAATGTATGTATGTCCC TCATTGGTCCAGATAATACAA bardzo dobra

3H Bmag0013 SSR-F AAGGGGAATCAAAATGGGAG TCGAATAGGTCTCCGAAGAAA bardzo dobra

3H GBM1118 GBM-60 GACCGGAGCAGATCTTTGAG CTCCTCCTCCTCGGACTCTT bardzo dobra | skomplikowany wzor prazkowy
3H Bmag0877 SSR-1 AAAGCTCATGGTAGATCAAGA TAGTTTTCCCAAAAGCTTCTA bardzo dobra obecnos¢ allelu null
3H GBM1288 GBM-MOD | AGCTTGTCCCCCATCTTCTT CGCTGTACACCTCCCTGAG bardzo dobra

3H EBmac0541 SSR-F ACGGATCTACTTTAGCTAGCA AAACAACCCCACACAATC bardzo dobra

3H EBmMac0708 SSR-E AATTTTTGTTTCCCATGC AGCCCTATTGTCACAGTTTT bardzo dobra

3H EBmag0705 SSR-E TCCTGTAGTCCTCTTTGTTTC TATATTACACATGGAGAGAGAGG bardzo dobra

3H GBM1420 GBM-MOD | GGATCTCCCCATTCCTTCAC TTTCTGGTCCTTTGATTCGG bardzo dobra

3H scssr25538 scssr-60 CCTCCCACTATCTCTTCTCTCC GAGTGTTACTGCCGATTTGC bardzo dobra
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4H GBM1501 GBM-MOD | TGTGGACAGTCAAACACGCT AAGGAGCACCTGAAAAGCAA bardzo dobra

4H GBM1221 GBM-MOD | ACCAGCAATCCAAGTTACGG TGCCTTGGTCTTGGTGTGTA bardzo dobra

4H GBM1465 GBM-MOD | ATTGCATCAACCACTACGGC CAGGACAGCAGAGACCACAA bardzo dobra

4H HVM40 SSR-A CGATTCCCCTTTTCCCAC ATTCTCCGCCGTCCACTC bardzo dobra

4H GBM1252 GBM-51 GCACGAGGGGTATAAGTCCA GACGTTGAGAGCCGAGGA bardzo dobra

4H GBM1323 GBM-MOD | GCTCTCCAGGGTTCGTTTC CACCGTCTTGCAGTTGAGAC bardzo dobra

4H GBM1482 GBM-MOD | GAGAGCTAGCCACCATTTGC GACAGGTCGAGGCTGAGAAG bardzo dobra

4H scssr20569 scssr-51 ATCGAGCACCTACGAACC TTGCATAGCGGAAGTAATCC bardzo dobra

4H HVOLE SSR-H GATGGATGTCAGTCGGTC ATGAGCAGTAGTACAACTCTAAGC | bardzo dobra

4H Bmag0740 SSR-I ATTGTCATGGAGGTGAGTG AAGAACACCATATGACTCGAC bardzo dobra

4H Bmag0808 SSR-1 TCATAGACTACGACGAAGATG TCTTTGGATGTGTGTTTACTG bardzo dobra

4H GBM1452 GBM-MOD | GGAACCCATCTTACACCTGG CCAAAGCAAAAAGTTCGGAG bardzo dobra

4H EBmMac0906 SSR-D CAAATCAATCAAGAGGCC TTTGAAGTGAGACATTTCCA bardzo dobra

4H GBM1236 GBM-MOD | GGTCACCTCCTCCTGAGTTG GAGGATTCGCTCAAAGTTGC bardzo dobra

4H Bmag0384 SSR-F TGTGAGTAGTTCACCATAGACC TGCCATTATCATTGTATTGAA bardzo dobra

4H HVMO03 SSR-E ACACCTTCCCAGGACAATCCATTG | AGCACGCAGAGCACCGAAAAAGTC | bardzo dobra

4H Bmac0181 SSR-E ATAGATCACCAAGTGAACCAC GGTTATCACTGAGGCAAATAC bardzo dobra

4H Bmac0030a, b ssr-51 CCCAATCGGAGTTACAGATG GCCTCTCTGAGAATGGATC bardzo dobra | wiele loci
4H Bmag0490 SSR-E TGATACATCAAGATCGTGACA GGGACTGAGTGTATGAATGAG bardzo dobra

4H GBM1509 GBM-MOD | CAATCGTTGTCCAGAACCCT GGCCGACAAATATGCTTCAT bardzo dobra

4H EBmMac0775 SSR-E GCTTCCTTCATAGACCCAT ATATCATGCCAATGGTGTC bardzo dobra obecnos¢ allelu null
4H Bmag0353 SSR-F ACTAGTACCCACTATGCACGA ACGTTCATTAAAATCACAACTG bardzo dobra

4H GBM1299 GBM-MOD | GATCCCCCTAAAAGCAGACC CTGCCTAGTCCCTGCATCTC bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy
4H EBmac0658 ssr-58 GTATGCAAGTGTAGGTGTGTG CATGGGTTTACCCACATAC bardzo dobra

4H scssr14079 ssr-51 AAAATAAGGTTTCTTGTTCTTGG GAAACCCTGTTGAAGTACGG bardzo dobra

4H EBmac0679 SSR-E ATTGGAGCGGATTAGGAT CCCTATGTCATGTAGGAGATG bardzo dobra

4H EBmac0701 SSR-E ATGATGAGAACTCTTCACCC TGGCACTAAAGCAAAAGAC bardzo dobra
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4H GBM1220 GBM-MOD | GCTACCAGAACCCAGGAACA TGAGCAACCTGAAACTGTCG bardzo dobra

4H HVMLOH1A SSR-E CCTCCCCTCTGATATGATAA GTACAGACGGTTTAATTGTCC bardzo dobra

4H WMS6 ssr-51 CGTATCACCTCCTAGCTAAACTAG AGCCTTATCATGACCCTACCTT bardzo dobra

4H HVM67 SSR-A GTCGGGCTCCATTGCTCT CCGGTACCCAGTGACGAC bardzo dobra

4H GBM1324 GBM-60 GTCGACTCTCGCTCCAGG CCTTGGGGTACAGGATGTTG bardzo dobra

4H GBM1453 GBM-MOD | ATGCCCACTTGATGATGGAT TGCATCTACGTACAGTGTGGTG bardzo dobra

4H/5H/7TH Bmac0303a, b, ¢ SSR-F CCTCCAAGATTAGATCTCTCTC CCGTATATTTAAGAAATGGTGA bardzo dobra wiele loci
5H scssr02306 scssr-60 TGCCTTGTTTATGTAATATCTTGTG | GGCGTAAATAAGAGTGTCTTCAG bardzo dobra

5H GBM1176 GBM-MOD | TATACATCAGCGGGCCTTTT CTCCAACCTCGCAAAGAGTC bardzo dobra

5H scssr07106 scssr-60 GCGCTGTCTCTTCTATGTGC AGGTGCTCCTAATCTGATGG bardzo dobra

5H GBM5028 GBM-MOD | TTCCTCTCCGCCCATACATA TTGCAGAAGTTGCAGTGGAC bardzo dobra

5H Bmac0163 SSR-E TTTCCAACAGAGGGTATTTACG GCAAAGCCCATGATACATACA bardzo dobra

5H EBmMac0970 SSR-E ACATGTGATACCAAGGCAC TGCATAGATGATGTGCTTG bardzo dobra skomplikowany wzor prazkowy
5H HVM30a scssr-51 AGTGGGGAATGAGAGAATGG TGCTTGTGGGTCATCACAC bardzo dobra

5H GBM1229 GBM-MOD | GGGACCCAGCCAAATTTTA GGTTGCTGCTGGGTATGTTT bardzo dobra

5H Bmag0751 SSR-I CACTGCAAATATTAAAATGGA GATCTACTGGTCCATAGTTGC bardzo dobra

5H Bmag0337 SSR-E ACAAAGAGGGAGTAGTACGC GACCCATGATATATGAAGATCA bardzo dobra

5H Bmag0323 SSR-E TTTGTGACATCTCAAGAACAC TGACAAACAAATAATCACAGG bardzo dobra

5H Bmac0311 GBM-51 ATTGATGGAGCATTGTCC AAGTGTGGAAGGATAGTAGCA bardzo dobra

5H EBmatc0054 SSR-D TGACCACCATTGTGAGACAG AGTGGTAGTGGGAGGAGGAG bardzo dobra

5H Bmac0096 SSR-F GCTATGGCGTACTATGTATGGTTG TCACGATGAGGTATGATCAAAGA bardzo dobra

5H Bmac0113 SSR-F TCAAAAGCCGGTCTAATGCT GTGCAAAGAAAATGCACAGATAG bardzo dobra

5H Bmac0306a, b SSR-F CCTTGTGTGAGTGTGTGTG ACATGCACATGAACTAATCAA bardzo dobra wiele loci
5H Bmag0357 ssr-51 CTTCTACATCATCCTTGTTGC ATGATCATTGTATTGAAGAGCA bardzo dobra

5H Bmag0760 SSR-1 GTGATACATCAAGATCGTGC TCCCCAACACCAGTATCTA bardzo dobra obecnos¢ allelu null
5H GBM1426 GBM-MOD | AGCACCACCTCAAGCAAAAG CGAAGAGCATGGTCAGGG bardzo dobra

5H GBM1506 GBM-MOD | GCCGTAAGTAAGAACCGCTG TCAAATCCGACTTTATCTTAAATCTC | bardzo dobra
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5H scssr15334 scssr-51 GGGAGCCGTAAGTAAGAACC CGACCTCTGAATCTCAAATCC bardzo dobra
5H GBM1483 GBM-MOD | CAGTGATATGGACTACGGCG CTTGTTCTCCACCTCGAAGC bardzo dobra
5H Bmag0223 SSR-F TTAGTCACCCTCAACGGT CCCCTAACTGCTGTGATG bardzo dobra
5H Bmag0812 SSR-I ATAGTTCTTTCAGGACCAATG GTCATATGGATCTCCAAAGAG bardzo dobra
5H GBM1227 GBM-MOD | GGTCATCATACATACGCTGCTG GGGTGGTGTAGGAGGAGGAT bardzo dobra
5H GBM1231 GBM-MOD | CTGCAGACCCTGAAATTGGT GGATCCCTTTTGACGTGCTA bardzo dobra
5H GBM1438 GBM-MOD | TGAAGGAGATCAAGAACGGC ATCAGTCCGGAAAGACATGC bardzo dobra
5H GBM1141 GBM-MOD | ACGTCGTGGATCAACGTGTA ACAATCCTTCCATCCATTCG bardzo dobra
5H HvLox SSR-F CAGCATATCCATCTGATCTG CACCCTTATTTATTGCCTTAA bardzo dobra
5H GBM5008 GBM-MOD | CAGCATCCATCAGCAATGAA ATGTTTGGCTTCTTCGTCCA bardzo dobra
5H GMS061 SSR-J CACCTGTTCCGTCCCGTC AACCTCTTTTTTATCCCTCGC bardzo dobra
5H AF043094A SSR-E CACGGTATAAATATCCACCC ATGGACTCTTCTCCCTGAA bardzo dobra
5H EBmac0824 SSR-K GCAAGCTTCCTAAATCCTTA TGCAGACAGTTTTTCATATACA bardzo dobra
5H EBmatc0003 SSR-F AATTTTGCAAAGCTGGAGG CATTATGGTGGGGTTCATGT bardzo dobra
5H GMS027 SSR-J CTTTTTCTTTGACGATGCACC TGAGTTTGTGAGAACTGGATGG bardzo dobra
5H Bmag0222 SSR-F ATGCTACTCTGGAGTGGAGTA GACCTTCAACTTTGCCTTATA bardzo dobra
5H GBM1490 GBM-MOD | TTTTGCCTATGGGTAATGGG TTGCTCTGAATGTTTGCAGG bardzo dobra
5H GBM1164 GBM-MOD | TGAGTTTATTCGGTCTCGCC ACGAACACCTTCATCCATCC bardzo dobra
5H GMS001 SSR-J CTGACCCTTTGCTTAACATGC TCAGCGTGACAAACAATAAAGG bardzo dobra
5H scssr03907 scssr-60 CTCCCATCACACCATCTGTC GACATGGTTCCCTTCTTCTTC bardzo dobra
6H AF166121A scssr-51 TTATGCTTCACACGGTGTAC GGCACAAAAAGACTGAAATAG bardzo dobra
6H Bmac0316 SSR-E ATGGTAGAGGTCCCAACTG ATCACTGCTGTGCCTAGC bardzo dobra
6H scssr09398 GBM-MOD | AGAGCGCAAGTTACCAAGC GTGCACCTCAGCGAAAGG bardzo dobra
6H Bmag0500 SSR-F GGGAACTTGCTAATGAAGAG AATGTAAGGGAGTGTCCATAG bardzo dobra
6H GBM1270 GBM-MOD | TGCGTCTTACAACTTCGTGG AGGCTGCTGTTAGTGGTGGT bardzo dobra
6H GBM1215 GBM-MOD | ATGACCAGAAAACGCCTGTC GGATTCTGCACACACGAGAA bardzo dobra
6H GBM1355 GBM-MOD | ATCCGTCGTATTCGCATCTC GCTGGTACTGGGAGAAATGG bardzo dobra
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6H Bmag0807 SSR-I GGATATAAGGGTCCATAGCA AATTACATCAAATAGGCTCCA bardzo dobra
6H Bmag0173 SSR-F CATTTTTGTTGGTGACGG ATAATGGCGGGAGAGACA bardzo dobra
6H HVM31 SSR-A CGGTTTCTGGTTGCTTGG CGAAGCTCTCAGGCTTCATG bardzo dobra
6H GBM5012 GBM-MOD | CTGCTATCCTAACGCGGTTC CAATGGACACGACTGCAAAG bardzo dobra
6H EBmac0874 SSR-F AACCATTCCTCACCCAGG GTGAATGATGTTGAGGACATTG staba

6H Bmag0009 SSR-F AAGTGAAGCAAGCAAACAAACA ATCCTTCCATATTTTGATTAGGCA bardzo dobra
6H Bmag0496 SSR-E AGTATAACCAACAGCCGTCTA CTATAGCACGCCTTTGAGA bardzo dobra
6H scssr02093 GBM-MOD | CGTCACGCACACATCGAC GATCTCTCCTCGGGCATC staba

6H GBM1400 GBM-MOD | AGCGCTCTCTCACACACAGA ATTCCTGCCTGTTTTTCGTG bardzo dobra
6H Bmag0613 SSR-E AAGAACACCATATGATCCAAC CTCCATGACTATGAGGAGAAG bardzo dobra
6H EBmac0602 SSR-F GATTGGAGCTTCGGATCAC CCGTCTAGGGAGAGGTTCTC bardzo dobra
6H EBmMac0806 SSR-E ACTAAGTCCTTTCACGAGGA GTGTGTAGTAGGTGGGTACTTG bardzo dobra
6H GBM1256 GBM-MOD | GCCTCGATCTGTGGAAAGAA GTCTCGGAGAAGGTGACGAT staba

6H HVM11 ssr-51 CCGGTCGGTGCAGAAGAG AAATGAAAGCTAAATGGCGATAT bardzo dobra
6H scssr05599 scssr-51 TTCCATCATAACAGCAATGG TTCGTCGAAGGCTATGTAGG bardzo dobra
6H GBM1356 GBM-MOD | CCACCTGGTTTTGCGTTTAT AAAGTGCCCAGATTCACCAC bardzo dobra
6H scssr00103 scssr-51 GGTAAGGAGTGGGTCTCAGG CAAGCAGATGCAACTACACC bardzo dobra
6H GBM1274 GBM-MOD | CGTCCACTCTTTTCTGAGGG TGGGCTCAATTTTCCTGTTC bardzo dobra
6H GBM1275 GBM-MOD | TCTTCTGCTGTGGGTCTGTC CACATCCAGTCGCACAACTT bardzo dobra
6H GBM1087 scssr-60 TAAGATGCACACGTCCAACC TGATACACCTCACAGCTCGG bardzo dobra
6H GBM1404 GBM-MOD | CAAGCCAGCAAACAAACAAA GGGAGTACGTGTTGCTCCAT bardzo dobra
7H HVPLASC1B SSR-E GTGCATGCATCATATTGATTA ACGTACGTACTTATCACGAAGA bardzo dobra
H GBM1126 GBM-MOD | AGCAGATGATTCCCCAGATG GCCCACGGTGTAGATGTCTT bardzo dobra
H Bmag0206 SSR-F TTTTCCCCTATTATAGTGACG TAGAACTGGGTATTTCCTTGA bardzo dobra
H Bmag0007 SSR-F TGAAGGAAGAATAAACAACCAACA | TCCCCTATTATAGTGACGGTGTG bardzo dobra
7H HVMO04 SSR-E AGAGCAACTACCAGTCCAATGGCA | GTCGAAGGAGAAGCGGCCCTGGTA | bardzo dobra
H HVCABG SSR-E ACACCTTCCCAGGACAATCC CAGAGCACCGAAAAAGTCTGTA bardzo dobra
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7H GBM1326 GBM-MOD | AGAGCACAACCCTTGGAGG GTAGAGGCAGCCCTTCTCCT bardzo dobra | skomplikowany wzor prazkowy
TH EBmMac0603 SSR-F ACCGAAACTAAATGAACTACTTCG TGCAAACTGTGCTATTAAGGG bardzo dobra

H AF022725A SSR-E AGTATGGGGAATTTATTTGG GCTGCAAAGTATGACAATATG bardzo dobra

7H Bmag0914 SSR-I GGGCAATATACAGTTCAACTC ATGAACTGGAGGCAGTAAATA bardzo dobra

H GBM1116 scssr-51 CACGAGGCCAAAACCTAAAA CTTCTCGAGGTTCTTGACGG staba

7H GBM1464 GBM-MOD | ATAGCCGTGCTCTTGCTCAT CAAGACCACCATTTGCATTG bardzo dobra

H scssr07970a, b scssr-60 TGCATTGGGAGTGCTAGG TGCAAGAAGCCAAGAATACC bardzo dobra wiele loci

7H EBmatc0016 SSR-D CCAACCAAGATAATGTGCTTG ATCCTTATGCTCCTCGCTG bardzo dobra

H HVCMA SSR-D GCCTCGGTTTGGACATATAAAG GTAAAGCAAATGTTGAGCAACG bardzo dobra

7H Bmac0187 SSR-F GCTCTCTCTCAGAAAAATGAA GAATTATTCTAGGGCTGTGAA bardzo dobra

H Bmag0900 SSR-1 AGCCTGTGATACATCAAGATC AGGATGAGGGTATGTAGACG bardzo dobra

7H Bmag0321 SSR-F ATTATCTCCTGCAACAACCTA CTCCGGAACTACGACAAG bardzo dobra

H EBmac0827 SSR-E CATGGTATTCAAACATACACG AAGGTCTTAAGGGGTGATG bardzo dobra

7H GBM1516 GBM-MOD | CCCTCTCCTTTCCCTATCGT GTGGGGTTGATGTTCCTGTT bardzo dobra

H Bmac0167 SSR-E CATTTCCACTTCAAAATATCC CCAAAGTTTGAGTGCAGAC bardzo dobra

7H Bmag0507 SSR-F CAACTAGCATACCCAAGCTATA ACCCCTATTTCAATAATGGA bardzo dobra

H GBM1359 GBM-MOD | ATAGCAAACACGCGGAAAAA CGCCTACGAGCAAGGTTC bardzo dobra

H GBM1303 ssr-58 TCTTTTTGGAGGGGTTTCCT ATCATCTTCACGCTTCCTCC bardzo dobra

H Bmag0385 SSR-F CTCCACAGAGTCAGAGTTAGA CTGACATTAGCTGACTCTCTATC bardzo dobra

H GBM1396 GBM-MOD | ACCATTACTTACCGGTTGCG ATGCTGGCTTCTGCAATCTT bardzo dobra

H EBmac0764 SSR-K AGAATCAAGATCGACCAAAC AAAAACATGAACCGATGAA staba obecnos¢ allelu null
H Bmag0120 SSR-F ATTTCATCCCAAAGGAGAC GTCACATAGACAGTTGTCTTCC bardzo dobra

H GBM5225 GBM-MOD | GCTCACATGCTTTCTCCTCC GCAACTCTCCCTACCTCCCT bardzo dobra

H EBmac0755 SSR-E AGCCTTGTGTATCAGGACA CTGCTGGTGTTCTCTAAAAGT bardzo dobra obecno$¢ allelu null
H Bmac0156 SSR-E AACCGAATGTATTCCTCTGTA GCCAAACAACTATCGTGTAC bardzo dobra

H EBmag0757 SSR-E GTGTCTTTTTCACTTCCTTTG TCTTCACTGTTGAGATGATGA bardzo dobra

H Bmag0135 SSR-F ACGAAAGAGTTACAACGGATA GTTTACCACAGATCTACAGGTG bardzo dobra obecnos$¢ allelu null




Aneks 3. Programy PCR dla amplifikacji markerow SSR

e SSR-A
94°C 5 min; 94°C 1 min, 64°C 30 sek, 72°C 1 min x 18 cykli; 94°C 1 min, 55°C 1 min, 72°C 1 min x 30
cykli; 72°C 5 min

e SSR-B
94°C 5 min, 94°C 1 min, 69°C 30 sek, 72°C 1 min x 2 cykle; 94°C 1 min, 68°C 30 sek, 72°C 1 min x 2
cykle; 94°C 1 min, 67°C 30 sek, 72°C 1 min x 2 cykle; 94°C 1 min, 66°C 30 sek, 72°C 1 min x 2 cykle;
94°C 1 min, 65°C 30 sek, 72°C 1 min x 2 cykle; 94°C 1 min, 64°C 30 sek, 72°C 1 min x 2 cykle; 94°C 1
min, 63°C 30 sek, 72°C 1 min x 2 cykle; 94°C 1 min, 62°C 30 sek, 72°C 1 min x 2 cykle; 94°C 1 min, 61°C
30 sek, 72°C 1 min x 2 cykle; 94°C 1 min, 60°C 30 sek, 72°C 1 min x 19 cykli; 72°C 5 min

e SSR-D
94°C 3 min; 94°C 2 min, 66°C 1 min, 72°C 1 min; 94°C 30 sek 65°C 30 sek (AT= -0.5°C), 72°C 30 sek X
5 cykli; 94°C 30 sek., 60°C 30 sek, 72°C 30 sek x 23 cykle; 72°C 5 min

e SSR-E
94°C 5 min; 94°C 1 min, 55°C 1 min, 72°C 1 min x 30 cykli; 72°C 5 min
e SSR-F

94°C 5 min; 94°C 1 min, 58°C 1 min, 72°C 1 min x 3 cykle; 94°C 30 sek, 58°C 30 sek, 72°C 30 sek x 30
cykli; 72°C 5 min

e SSR-G
94°C 5 min; 94°C 3 min, 69°C 1 min, 72°C 1 min, 94°C 30 sek, 68°C 30 sek (AT= -1°C), 72°C 30 sek x 5
cykli; 94°C 30 sek, 63°C 30 sek, 72°C 30 sek x 25 cykli; 72°C 5 min

e SSR-H

94°C 5 min; 94°C 1 min, 60°C 1 min, 72°C 1 min x 30 cykli; 72°C 5 min
e SSR-I

94°C 5min; 94°C 1min, 55°C 1min, 72°C2min x 35 cykli; 72°C 5min
e SSR-J

94°C 5 min; 94°C 1 min, 53°C 1 min, 72°C 1 min x 30 cykli; 72°C 5 min
e SSR-K

94°C 5 min; 94°C 1 min, 60°C 1 min, 72°C 2 min x 35 cykli; 72°C 5 min
e SSR-51

94°C 5 min, 94°C 1 min, 51°C 1 min, 72°C 1 min x 36 cykli; 72°C 5 min
e SSR-56

94°C 5 min; 94°C 1 min, 56°C 1 min, 72°C 1 min x 36 cykli; 72°C 5 min
e SSR-58

94°C 5 min; 94°C 1 min, 58°C 1 min, 72°C 1 min x 36 cykli; 72°C 5 min
L] scssr-51

94°C 5 min; 94°C 30 sek, 51°C 45 sek, 72°C 1 min x 25 cykli; 72°C 5 min
e scssr-60

94°C 5 min; 94°C 30 sek, 60°C 45 sek, 72°C 1 min x 25 cykli; 72°C 5 min
e GBM-MOD

94°C 3 min; 94°C 30 sek, 60°C 30 sek (AT=-0.5°C), 72°C 30 sek x 10 cykli; 94°C 30 sek, 55°C 30 sek,
72°C 30 sek x 25 cykli; 72°C 5 min

e GBM-51
94°C 5 min; 94°C 45 sek, 51°C 45 sek, 72°C 45 sek x 30 cykli; 72°C 5 min
e GBM-59

94°C 5 min, 94°C 30 sek, 64°C 30 sek (AT= -0.5°C), 72°C 30 sek x 10 cykli; 94°C 30 sek, 59°C 30 sek,
72°C 30 sek x 20 cykli; 72°C 5 min

e GBM-60
94°C 5 min; 94°C 45 sek, 60°C 45 sek, 72°C 45 sek x 30 cykli; 72°C 5 min

186
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Aneks 4. Analiza polimorfizméw w sekwencjach funkcjonalnych gené6w kandydackich

Tabela 10.8. Sekwencje starterow oraz warunki amplifikacji metodag PCR analizowanych fragmentow CG

Gen Nr fragmentu Sekwencja startera forward (5'- 3") Sekwencja startera reverse (5'- 3') Dlugosé fragmentu [pz] E’Crog ram Tis:“
Geny wytypowane z danych literaturowych
1 TTGACTCGCTTCTGGCTAACT TGCAGGCAAAGGTCTCTTTT 827 55 32
FRY1 2 CACCTTTCCTTTCTATCTGGAGCT AGAACCCAATGTCGTCCAGA 832 62 33
3 CATGCATGCTCGAACAAAT GGCATTCACTGGATTGTCG 780 55 30
4 GCAGCCATGTCATGAAAGAA TGTTCATACCATTCTCGTTTCTG 1194 56 35
AREB1 1 TTGATAGCACTGACCGATGG ACCTCATCCTTTTGCTTCTGT 801 55 32
NAC6 1 ATGTACGGCGAGAAGGAGTG CAATCATCCAACTGCACCAA 802 55 32
MPKS 1 CATAGAGCGGATGCTCACCT CTCTAGGTACGGGTGCTCCA 805 61 35
2 CGGTTTCTTGCCAGGTTTGT ATCCTCTGAAGCGGGTTGAA 1208 55 32
1 CCCGTTAGCACGGAACTATC AACTCCAGCGAGCCTATGAC 803 62 32
2 TCAGCAAAGATGTTGAGATGG CACGTCACAATTAGCATTTCC 862 62 35
3 CCAGATTAGCAAGACCTCTCGG GCAACTTCAGCATCGCCTAA 713 55 30
SAD1L 4 TTCTCTCCTTTTTGTTTTTCTGG ATTGGGAGGCCTTTTGCTT 758 55 30
5 AACATAACATCTTGCTTGGTTTG CCAGAAAAACAAAAAGGAGAGAA 755 55 35
6 CACTGCCACCACCAAGTTC GGTCCATACATCCAATGGGTA 1155 55 32
7 CACCCGGAAATGCTAATTGT TTAGCGGCCTTCTTTGTCAC 1193 56 30
8 TACCCAAGTTGCCATTGGAC AGGTCACGTGGTTTGGAATC 1083 55 35
SIK1 1 AACTCCTTCGCCGTCCTCT CATGTCTACAGCAAAAAGGTAGGA 814 55 32
bzIP23 1 CACCGATGCCCTATGTTTTC AGGGCTTATATTCACCGGAAG 1127 55 35
P5CS1 1 TGAAAAGAACAGAGGTGAGTGC CCACAGAGTTGAATCTCAAACAAC 806 55 32
csD1 1 TGACCTCGGAAATGTGACAG TCCGTGCCAAAATAAGTGTC 821 60 32
2 AGAGAAAAGAAAAGGAAACAAGAGG AAACTAGTACATACAGGCCTTGCT 800 60 36
DHODH1 1 TCGAGTACTTAGCGGTCACA AAATATGGGCGAAATTAGCAA 823 55 32
HVA22 1 CCTCTGCTCATCCTCTCCTG AGTATGTGCACCTTGTGATCG 824 60 32
2 ACGAATCTTTTAACGCGCGG TCACCAGAACGACGATGTGC 861 55 32
ADC1 1 TCTACCCCGTCAAGTGCAAC ATGGGGATGATGGGGAAC 1132 57 35
AVP1 1 TCATCACTGTTTCGTGCAAAG GACACTTACAGCTGGGTTCCTC 1054 55 35
ALDH3 1 CGATTTGTGTGGGAGAGGCT GCAGCTTCGCGAACAATGAA 808 62 33
PIP1A 1 CACATCAACCCAGCAGTGAC CCACCATGTTCGCATCATATC 850 60 32
2 TGCTAGTACTGCTCACCACTG GTAGAAGATGGCCCTGGTCA 812 62 33
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Tabela 10.8. cd.

Program PCR*

Gen Nr fragmentu Sekwencja startera forward (5'- 3") Sekwencja startera reverse (5'- 3') Dlugosé fragmentu [pz] °C I cyKi
3 TTTCCAGAGCCACCTTCCTC TCTGTGGCAAGAAAAGAGCAG 77 50 30
PIP1A 4 GCAAATTGCTCCTCTAAATAATCA CCAGGGATGGAGAATCGAC 768 55 30
5 CCCCACTCTCACCTACTTGC CTCTCATGTGAAAAGAGCTGGT 1161 55 32
6 TTTCGTTCGGGTTCACTTTG GGGTGCGTTGTGAGCTATG 824 55 35
1 TTCCTGAAGAAGATCCTGCCTA CGTGAGTATCGCGCACATAA 800 55 30
2 TGGCTTGACACTTGATCCAT ACCATCCATGCACTGTAGGC 792 55 30
TPP1 3 TTTTCTCGCCCTTTTCCAGC ACTTCCATGACGTCGACAAC 1157 55 32
4 CAATGCTGAAAAGGTGAGCA TAACAGGGGACACAGCAACA 1184 55 32
5 CTTGGTGAGGTGGAAGAAGC GAGCGTGTACGGATTTCCTC 1097 55 32
1 AGTGTTCACGGGAAGACGAG GCCGGACTCTGATTTCATTT 802 55 32
SHSP17.7 2 CAGTGGTCGTCGTGATGAAA CAAGATTTCCTGAACCAGTTTTT 1184 57 35
3 AAGGTTTGGTAACCCCCAAC ATAGAGGGCTGGGGAAGATT 1161 55 32
Geny wytypowane na podstawie wynikéw eksperymentu mikromacierzowego
AK?364695.1 1 AAGACAAGCTAGCCAGTGATACAA CTGTGATCACGAACGAAAGC 801 55 30
AF307145.1 1 ATGACACACAATACCTACCCTCAG CAGCTTCTCATGCTTGCTACC 729 54 35
AK248508.1 1 CTCATGGGGTACTTGCAGTT CTGGATTTGCCACTCAGCTT 1153 57 35
AK250959.1 1 GAGTGGCCTGAGCTGGTC CTCCCGGAAAGGAAAGAAAC 920 55 32
AK366970.1 1 AAAATTCGTTTGATGGATTAACTTC GAGTGAATTTACAGAAACAATGGTG 1062 55 32
AK375617.1 1 GATGAAGTATCATGCATACCAACTG TTCAAAGGACTGCGGTTATTG 1055 55 32
AK373077.1 1 CTGGTACCATGGCTTTCCTC ATGACCATGCATCAACCAAC 1081 55 32
AK248413.1 1 TGAATAATGCTGCCACCTAGC TGCTGCAATTGAAAGACTCG 1068 55 35
AK373549.1 1 CAGGTCGTGGAGAAGGAGAG CCTGGTCTGGCTTGTACGTT 804 55 32
AK376769 1 1 GCATAGCTGCAAGTGTTGGA TCGGCAAGAAGAGTCGAGTT 1176 57 35
2 GCGAGGAACTCGGAGATTG CTATCCCACACGATCCAAGTG 1013 55 32
1 CAGTATGACGGCGAACTGAA AGGTCCTTCCGGAATCCA 1162 55 32
AK355834.1 | 2 TAGCCTCGTGGACGCTCTAT GAACCTTGGGGAATCTGACA 1183 55 32
3 CGAGTGTCTCGAGTTCTCACC TGTATCCGGTTCTGCTTTCC 1137 55 35
AK354606.1 1 CTGTCTCATCGCCCAGAAAC GGTGGCCGTGTAGTCCAG 1073 55 32
2 TCCAGCATCATCAACACCAC TGTTGTAAGGAAGCGCACAG 907 55 35
BM816765.1 1 CAGGCAGTTTGCCGTTTACT GATGGTTGCCCTTACCTTGA 802 60 35
DQ201158.1 1 TTGTCACCACCAGCTAAACAA CCATCACTAACGATTCCCAGA 814 55 30
AK376707.1 1 TCGAGCTAGGCTGATGAAGG CGTGCAGTGCATCCTTAAGAC 1069 55 35
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Tabela 10.8. cd.

Gen Nr fragmentu Sekwencja startera forward (5'- 3') Sekwencja startera reverse (5'- 3') Dlugosé fragmentu [pz] CF:(r:og ram Ti;{l:h
AK252018.1 1 GCACTTGCACTTGTTTGATCC CCAAGGATGAACTGGTGGTC 1058 55 35
2 TCATCCAGACCAACATCGAC TCATCACATCCTGGACTTGG 1051 55 35
1 GGCAAGCAAAGACAACGAC CGTGATTTCATCCTCACACG 804 55 30
AK369200.1 2 CGCTCTAGCTCTGGCGTACT TGTTGACCTTCACGAACAGG 772 55 30
3 TGAGCCATGAGACCAAACTT CCTCTAGGGCGCAAACATATC 1114 55 32
4 CGAGGGTTAATCCTGTATTGC CAATTTATGGTGGGGTCACG 1156 59 35
AK250034.1 1 CCTCCAGACCGACCTCATAC GAAGCCGTTGAAGAATGACC 1079 55 32
AK?365529.1 1 GATGACAGAACACCGCTCCT ACTTCCCAAAGCGAACATTG 779 55 32
AK367041.1 1 CGATGAAACCGTGCTAATTG ACACGTGCCTCCATACAATC 1071 55 32
AK358114.1 1 TTTCAGCAGCACAGATGGTC TCAGCAGCAAAGAATGGTTG 1198 55 32
AK?364080.1 1 CGGTACGTACGATCAACACG GTGCACCACTGACCGAATC 1084 55 35
AK374300.1 1 GGCGAGCTACTCCCTCAAC GCGAATTTCCTGGTTACCG 1065 55 35
AK249171.1 1 GAACTTGATGCGTGCTTGTG TGGCGCTATCCTTGAGAAAC 1091 55 35
AK251637.1 1 ATGGACCGGAGGAAGGAG ACGTAGGTTCCGGACATCAG 1113 55 35
AK355062.1 1 TCGGGATCTGGGAATTTTTAG AACGACGTTCATGCTGATTG 1108 55 35
AY188394.1 1 CCACCATCATGTCCGAGTATG AAAAGAGCAGGCCCAGAAAG 1038 55 35
AK365725.1 1 TCGTCCTCCACCAATAATCC GCACTCCTTCCATGCACTC 1074 55 35
M60733.1 1 CTTGGAGAACCAGGATGGAG TGCCATAAAGCAATAAACAGATG 1077 55 35
2 GGATAGCCAAACTGCCCTTC CCACCACGAACATTCAAGC 1192 55 32
AK369380.1 1 TCCCGCCTAATACAAACCAG AGTGTGTGGCAAATGGTCAA 846 55 32
AK?248326.1 1 TGAGCGAGCAAGCAACTAAC TTGCCCCCTTGATAACGTAG 1123 55 35
AK250811.1 1 ACGCTAGCATTGTTCTCTTGC GAAGGCCGTGTTGATGTTG 1060 55 35
2 CAAACTGTATGCCACGAAGG GATAGTCGTCGGCTCTTTGG 801 55 32
AK366003.1 1 CATGCTTGCTGCGTGTAAAG AATCGATCCCAAAACTTTGATG 895 55 32
2 CATCCCATTAGGAATCAGCAG TGGTTGGTGATTTGGATGTG 683 55 32
AK356650.1 1 CGCTATTGGCAGCCCTATAA AGTAGAGCCGCTCGATGAAG 1085 55 35
2 CCGTGAGTTGGGAATACATTG TGAATCGATTGATGCAAAGG 1111 55 35
AK365167 1 1 ACCAGAAGCTCAGGGACATC CTTGCTCAAATAAAGACTTGCTG 1070 55 35
2 CAAAGCAAGTGGTGGTTCG CCTTTATTCGCTGGAAATTCTG 1172 60 35
AK376206.1 1 CAGACATGGCAATTTGATGGTG CGCAGAACAGAACAGACGAT 752 55 30
AK250206.1 1 CCAAGAGGAGCAACTTCTCG TGGAGAAATCAAGGGAAACG 806 55 30
AK372760.1 1 TGGGAAATTCATCGCATACTG TGCTCCTTGGTTGCTCCTC 1150 55 32
AK358848.1 1 GCCACCATGTTCACACTCAC GTATTGGCAAGCACCCACTT 840 55 32

*Program PCR (temperatura przytaczania starterow oraz liczba cykli podane w tabeli): 94°C 5 min; 94°C 30 sek; ...°C 45 sek; 72°C 1 minx ...

cykli; 72°C 5 min




Tabela 10.9. Zidentyfikowane polimorfizmy w sekwencjach CG

Nr Nr Pozycja Typ _ Allel w odmianie Liczba
Gen § . we fragm. - Polimorf. .
ragm. | zmiany 7] polimorf. M C G H haplotypow
Geny wytypowane z danych literaturowych
FRY1 5 1 1030-1042 | INDEL insercja - ;i - - 2
1 92 SNP AlG A G G G
AREB1 ! 2 527 SNP CIT C T T T 2
1 395 SNP TIC T C T T ?
NAC6 1 2 431 SNP G/A G A G G
3 668 SNP TIC T C T T
MPK5 2 1 630 SNP T/IG T G T T 2
1 159 SNP AlG G G A G
SIK1 1 2 219 SNP CIT T T C T 2
3 242 SNP G/A A A G A
4 519 SNP C/IT T T C T
1 200 SNP AlG G G A G
2 216 SNP TIC C C T C
3 296 SNP CIT C C C T
4 305 SNP C/G G G C G
5 344 INDEL insercja - - - 1pz
6 394 SNP C/IT T T C T
7 457 SNP G/IA T T T C
8 458 SNP T/C G G G A
9 497 SNP CIT T T T C
10 509 SNP AlG C C C T
11 514 SNP G/IA A A A G
12 545 SNP TIC G G G A
13 561 SNP CIG T T T C
14 585 SNP G/A C C C G
bzIP23 ! 15 587 SNP G/IA G G G A 3
16 588 SNP C/G G G G A
17 592 SNP C/G C C C G
18 637 SNP CIT C C C T
19 652 SNP G/IA G G G A
20 690-709 INDEL delecja - - - ;g
21 726 SNP TIC C C T C
22 799 SNP GIT G G G T
23 879 SNP AlG A A A G
24 932 SNP A/IC A A A C
25 969 SNP C/G C C C G
26 1040 SNP T/IG T T T G
27 1055 SNP C/IA C C C A
1 118 SNP CIT T T T C
PSCS1 ! 2 606 SNP AlC C C C A 2
1 386 SNP AlG A G G G
CsD1 3 2 656 SNP GIT G T T T 2
3 665-670 INDEL insercja 5pz | - - -
1 74 SNP TIA T T T A
DHODHL 4 2 175 SNP GIC G |G |G _[c |2
3 185 SNP G/A G G G A
1 143 SNP G/A G G G A
HVA22 3 2 312 SNP T/C T T T C 2
3 506 SNP AT A A A T
1 50 SNP TIC C C T C
ADC1 3 2 305 SNP TIC C C T C 5
3 545 SNP AlC C C A C
4 933 SNP CIT T T C T
AVP1 2 1 146-174 INDEL insercja - - - ig 2
1 338 SNP AlG A G A A
ALDH3 2 2 384 SNP G/IA G A G G 2

M — ‘Maresi’; C — Cam/B1/Cl; G — ‘Georgie’; H — ‘Harmal’
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Tabela 10.9. cd.

Gen Nr Nr_ \Tvzzlyrggm Typ Polimorf AfeLadmiane Liczba
fragm. zmiany 2] " | polimorf. M C G H haplotypéw

3 423 SNP T/IC T C T T

4 473 SNP GIT G T G G

5 481-484 INDEL delecja - 3pz | - -
Geny wytypowane na podstawie wynikéw eksperymentu mikromacierzowego

1 248 SNP CIT C T C T
AK364695.1 | 1 2 256 SNP G/IA G A G A 2

3 257 SNP T/A T A T A

1 815 SNP G/IC G C C C

2 912 SNP G/A G A A A
AF3071451 1 1 3 931 SNP GIC G C G C 3

4 973 SNP G/IA G A G A

1 75 SNP CIT T T C T

2 247 SNP T/C C C T C

3 282 SNP GIT T T G T

4 285 SNP AIC C C A C
AK?248508.1 1 5 402 SNP AlG G G A G 3

6 405 SNP AlG C C G C

7 516 SNP GIC G A G G

8 840 SNP G/IA G G C G

9 888 SNP CIG A A C A

10 896 SNP C/IA T C C T

1 90 SNP G/IA G A G A

2 121 SNP AlG A G A A

3 156 SNP AlG A G A A
AK250959.1 | 1 4 197 SNP T/IC T C T T 3

5 267 SNP G/IA G A G G

6 269-270 INDEL delecja - lpz | - -

7 385 SNP CIG C C C G

1 285 SNP T/C T T T C
AK366970.1 | 1 2 834 SNP G/IA G G G A 2

1 915 SNP CIT C C C T
AK375617.1 | 1 2 925-926 INDEL insercja - - - 1pz 2

1 156 SNP CIT C C C T

2 190-198 INDEL delecja - - - 8 pz

3 216 SNP CIA C C C A

4 333 SNP CIT T C C T
AK373077.1 1 1 5 509 SNP GIT C G G G 3

6 601 SNP GIT C T T C

7 823 SNP AT G T T T

8 878-881 INDEL insercja 3pz | - - -

1 38 SNP G/IC G G G C

2 57 SNP C/IA C C C A

3 779 SNP G/IA G A G G
AK248413.1 | 1 4 786 SNP G/IA G A G G 3

5 809 SNP T/C T T T C

6 851 SNP CIG C C C G

7 933 SNP G/IA G A G G

1 253 SNP T/G T G G T
AK373549.1 | 1 2 310 SNP T/C C C T C 3

3 687 SNP AlG A G G A

1 307 SNP GIT G G G T

2 346 SNP CIT C C C T
BM816765.1 | 1 3 407 SNP T/IC T T T C 2

4 448 SNP CIT C C C T

5 470 SNP AlG A A A G

1 359 SNP AlG A G A A
DQ201158.1 |1 2 596 SNP AIG A G A A 2

3 667 SNP T/C T C T T

1 64 SNP CIA C A A A
AK376707.1 | 2 2 141 SNP T/C T C C C 2

3 373 SNP AlG A G G G

M — ‘Maresi’; C — Cam/B1/Cl; G — ‘Georgie’; H — ‘Harmal’
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Tabela 10.9. cd.

Gen Nr Nr. \?vzzf)ggm Typ Polimorf hreLodmian Liczba
fragm. | zmiany 7] ' polimorf. | M C G H haplotypéw

4 376 SNP AlG A G G G

5 628 SNP C/IT C T T T

6 824 SNP TIC T C C C

7 891 SNP G/IA G A A A

1 316 SNP T/IG T T T G

2 404 SNP AlC A A A C

3 418 SNP G/A G G G A
AK252018.1 | 2 4 434 SNP C/IT C C C T 2

5 830 SNP C/IT C C C T

6 954-962 INDEL delecja - - - 9 pz
AK369200.1 | 5 1 526 SNP G/A G G G A 2

1 52 SNP C/IT C C C T

2 70 SNP C/IT C C C T

3 133 SNP C/A C C C A

4 286 SNP C/IT C C C T

5 310 SNP G/C G G G C

6 322 SNP C/G C C C G

7 325 SNP TIC T T T C

8 454 SNP TIC T T T C

9 493 SNP G/IA G G G A

10 503 SNP T/IG T T T G

11 522 SNP TIC T T T C

12 569 SNP G/IA G G G A

13 632 SNP C/IT C C C T

14 667 SNP C/IT C C C T
AK250034.1 | 1 15 687 SNP CIT C C C T 2

16 704 SNP C/G C C C G

17 836 SNP AlG A A A G

18 840 SNP AlC A A A C

19 849 SNP TIC T T T C

20 853-856 INDEL delecja - - - 3pz

21 861 SNP G/A G G G A

22 873 SNP T/IG T T T G

23 890 SNP C/IT C C C T

24 950 SNP TIC T T T C

25 988 SNP T/C T T T C

26 1004 SNP AT A A A T

27 1021 SNP G/IA G G G A

28 1032 INDEL delecja - - - 3pz

1 326 SNP G/IA A A G A

2 340 SNP TIA A A T A

3 354-389 INDEL delecja - - sg -

4 408 SNP AlC C C A C
AK365529.1 | 1 5 507 SNP AlG G G A G 2

6 510 SNP G/A A A G A

7 527 SNP AT T T A T

8 563 SNP GIC C C G C

9 569 SNP C/G G G C G

10 572 SNP TIC C C T C

1 69 SNP G/A G G G A

2 71 SNP G/A G G G A

3 76 SNP G/IA G G G A

4 95 SNP C/IT C C C T

5 122 SNP C/G C C C G
AK367041.1 1 1 6 133 SNP TIG T [T |t |6 |°

7 136 SNP G/C G G G C

8 191 SNP AlG A A A G

9 197 SNP TIC T T T C

10 199 SNP G/A G G G A

M — ‘Maresi’; C — Cam/B1/Cl; G — ‘Georgie’; H — ‘Harmal’
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Tabela 10.9. cd.

Gen Nr Nr \E)vzzfyr(z:ajgm Typ Polimorf B Liczba
fragm. | zmiany [pz] " | polimorf. “IM C G H haplotypéw
11 299 SNP AlG A A A G
12 301 SNP AT A A A T
13 304 SNP AlG A A A G
14 357 SNP AIC A A A C
15 422 SNP CIT C C C T
16 431 SNP C/IA C C C A
17 440 SNP CIT C C C T
18 166 SNP AT A A A T
19 467 SNP T/G T T T G
20 468 SNP CIG C C C G
21 912 SNP T/IC T T T C
22 917 SNP G/IA G G G A
1 231 SNP AlG A G A A
2 237 SNP CIG C G C C
3 348 SNP T/IC T C T C
4 364 SNP T/C T C T C
5 365 SNP AlG A G A G
6 370 SNP T/IC T C T C
7 371 SNP T/IC T C T C
8 378 SNP CIT C T C T
9 386 SNP GIT G T G T
10 388 SNP AT A T A T
11 395 SNP CIT C T C T
12 402 SNP CIT C T C T
13 406-408 INDEL insercja - 3pz - 3pz
AK358114.1 |1 14 417 SNP A/C A A A C 3
15 429 SNP AlG A A A G
16 432 SNP AlG A A A G
17 468 SNP T/IC T T T C
18 489 SNP CIT C C C T
19 520 SNP AlG A G A G
20 534 SNP AT A T A T
21 541 SNP AT A T A T
22 555 SNP G/IA G A G A
23 737 SNP AlG A A A G
24 796 SNP T/A T T T A
25 804 SNP CIT C T C C
26 860 SNP T/IC T T T C
27 932 SNP CIT C T C C
1 355 SNP T/C T C T T
2 399 SNP T/IC C C T C
AK364080.1 11 3 455 SNP G/IC G C G G 3
4 531 SNP CIT C T C C
1 49 SNP G/IA G G G A
2 68 SNP CIT C T T T
3 74 SNP T/C T T T C
4 135 SNP G/IC G C C G
5 159-180 INDEL delecja - - - 22 pz
AK374300.1 1 6 237 SNP T/G T G G G 4
I 496 SNP T/G T T T G
8 568 SNP T/C T T T C
9 751 SNP C/IA C A C C
10 763 SNP T/IC T C T T
11 929 SNP GIC G C G G
12 941 SNP CIG C G C C
1 169 SNP T/C - - T C
2 172 SNP CIA - C A
AK249171.1 |1 3 502 SNP AG . A G 2
4 204-205 INDEL delecja - - - 1pz

M — ‘Maresi’; C — Cam/B1/Cl; G — ‘Georgie’; H — ‘Harmal’
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Tabela 10.9. cd.

Pozycja

Allel w odmianie

Gen Nr Nr we fragm Typ Polimorf Liczba
fragm. | zmiany [pz] " | polimorf. “IM C G H haplotypéw

5 208 SNP CIG - - C G

6 223 SNP G/IA - - G A

7 228 SNP T/IA - - T A

8 236 SNP CIG - - C G

9 254 SNP T/IC - - T C

10 260 SNP C/IA - - C A

11 268 SNP G/IA - - G A

12 298 SNP CIG - - C G

13 352 SNP C/IA - - C A

14 421-428 INDEL insercja - - - 7 pz

15 468 SNP G/IA - - G A

16 737 SNP CIT - - C T

17 1019 SNP CIG - - C G

1 54 SNP T/IC T C C T

2 57 SNP CIT C T C C

3 188 SNP GIT G T G G

4 214 SNP G/IA G A G G
AK251637.1 | 1 5 365 SNP T/IC T C T T 3

6 528 SNP CIT C T C C

7 663 SNP GIC G C G G

8 883 SNP GIT G T G G

9 1035 SNP CIT C T C C

1 326 SNP AIC A A A C
AK355062.1 ]2 2 609 SNP G/IA G G G A 2

1 47 SNP TIA T A T A

2 98 SNP T/C T C T C

3 101 SNP T/C T C T C

4 104 SNP CIG C G C G

5 179 SNP T/IC T T T C

6 194 SNP CIT C T C C

7 230 SNP G/IA G G G A

8 233 SNP CIT C C C T

9 408 SNP AIC A A A C

10 410 SNP G/IA G G G A
AY188394.1 11 11 428 SNP T/IC T T T C 3

12 527 SNP G/IA G A G G

13 548 SNP CIT C T C C

14 566 SNP AlG A G A A

15 614 SNP GIT G T G T

16 836 SNP A/C A C A C

17 923 SNP GIT G G G T

18 932 SNP T/C T C T C

19 938 SNP G/IA G A G A

20 995 SNP CIG C G C G

1 520 SNP G/IA G A - -

2 581 SNP GIC G C - -
AK365725.1 |1 3 849 SNP GIC C C - - 2

4 926 SNP CIT C T - -
M60733.1 2 1 621 SNP CIT C T C C 2

1 69 SNP C/IA C A A A

2 249 SNP CIT C T T T

3 277 SNP CIT C T T T
AK369380.1 |1 4 381 SNP CIT C T T T 2

5 414 SNP T/IC T C C C

6 669 SNP G/A G A A A

I 745 SNP AIG A G G G

1 111 SNP CIA C A C A

2 381 SNP T/G G G T G
AK248326.1 11 3 520 SNP CIG C G C G 4

4 539 SNP CIG G G C G

M — ‘Maresi’; C — Cam/B1/Cl; G — ‘Georgie’; H — ‘Harmal’
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Tabela 10.9. cd.

Gen Nr Nr. \?vzzf):r(ggm Typ Polimorf hreLcamiane Liczba
fragm. | zmiany 7] ' polimorf. | M C G H haplotypéw

5 709 SNP TIC T C C C

6 882 SNP TIC T C T C

7 896 SNP AlG G G A G

8 909 SNP AlG A G A A

9 1029 SNP AlC C C A C

1 310 SNP TIC T C T T
AK376206.1 | 1 2 394 SNP AlC A C A A 2

1 37 SNP AlC A A A C

2 323 SNP AlG A A A G

3 381 SNP T/C T T T C
AK250206.1 | 1 4 524 SNP C/G C C C G 2

5 577 SNP AlC A A A C

6 761 SNP TIC T T T C
AK372760.1 | 1 1 228 SNP GIT G T G G 2

1 562 SNP AlG A A A G

2 615 SNP T/IA T T T A
AK358848.1 | 1 3 719 SNP T/C T T T C 2

4 751 SNP GIC G G G C

5 756 SNP T/IA T T T A

M — ‘Maresi’; C — Cam/B1/Cl; G — ‘Georgie’; H — ‘Harmal’

Aneks 5. Protokoly genotypowania polimorficznych CG w populacjach mapujacych

Tabela 10.10. Sekwencje starterow do amplifikacji markerow STS

Gen s’,\:glz'\tlzia Sekwencja startera forward (5'- 3") Sekwencja startera reverse (5'- 3")
CSD1 INDEL (1) GAGGAGGAGGAAGGCGAGT TATTTAAGCTAGCCGGCCCT
bzIP23 INDEL (2) GGAGACTGAGGTGGCAAAAC TGAGGTGATCAACCAGAAGC
FRY1 INDEL (3) TTCATCATCCAGGATACACAATAAG TGTTCATACCATTCTCGTTTCTG
AVP1 INDEL (4) TCATCACTGTTTCGTGCAAAG ACAGCAATCTGTCAGCAAGG
AK365529.2 | INDEL (5) ATTCCGTCCCATCATCACAG TCCATAAGCAGTTGGGCTTC
AK374300.2 | INDEL (6) GGCGAGCTACTCCCTCAAC CAAATCCGGCAAGAAACC

Tabela 10.11. Sekwencje starterow do amplifikacji markerow dCAPS

Gen sthf’\t/Z?a Sekwencja startera forward (5'- 3°) Sekwencja startera reverse (5'- 3')

SIK1 dCAPS (1) TCATAAGATTTTGTGCCTGAAGCT CATGTCTACAGCAAAAAGGTAGGA
NAC6 dCAPS (2) ATGATCTGCCAATTACGACGGCTC CAATCATCCAACTGCACCAA
HVA22 dCAPS (3) CCACGCGGAGCACTACTGCCCAGC | TCACCAGAACGACGATGTGC

MPK5 dCAPS (4) CCATACTCTGAATGAAGAGCAATA | GCAGATCTTGAGGTCGCAGTT
DQ201158.1 | dCAPS (5) TGCTCATGCTTACTTTTATACTCG CCATCACTAACGATTCCCAGA
AK369200.1 | dCAPS (6) TTTGCATGCCATTTAATGACCTCG TATTTGGGGGCGAGAAGGA
AK366970.1 | dCAPS (7) AACTCGTCTCGCCAATGATGCCAC GAGTGAATTTACAGAAACAATGGTG
AK372760.1 | dCAPS (8) GGTTTGTCACGCGGGATTAAATGG | GACCGCAAACACTACAGCAG
AK375617.1 | dCAPS (9) ACCTAGTTATAGCTTCTACCCGCT CGTGTTTTCGTTGTGTGAGC
AK250206.1 | dCAPS (10) GGCAAGGAGGCCATCCAGTGGCTT | TGGAGAAATCAAGGGAAACG
BM816765.1 | dCAPS (11) ATTTTAAATCAACATGTCAGGATC GATGGTTGCCCTTACCTTGA
M60733.1 dCAPS (12) TTGTGGTGGGGATCCAAGTCCGCT CCTCCTGCCATTGTCTTCAT
AK373549.1 | dCAPS (13) GGCAGGGCGGGGCAAGGTGACCGA | ATGCTTCTGACTTGGGATGC

Kolorem czerwonym oznaczono niedopasowane nukleotydy (ang. mismatch)
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Tabela 10.12. Szczegotowe protokoty genotypowania polimorficznych CG w populacjach mapujacych

Typ Pozycja Populacja [Metoda Rozpoznawana |Mix Warunki restrykcji Wielkos¢ produktu [pz]
. J . n oV ) _ .
Gen polimorf, Polimorf. |w genie mapujaca  |genotyp. Program PCR Enzym sekwencja e _(mkubaCJa_/ Odmiana eur. Odmiana syr.
[pz] inaktywacja) M lub G Club H
Geny wytypowane z danych literaturowych
P5CS1 SNP cIT 32\%1 GH CAPS  |55°C 32 cykle Xhol  |CTCGAG 3 inznc noc/ 65°C 20 1146.690 806
. ) 63°C 32 cykle, startery ) ) )
CcsD1 INDEL |ins.5pz [102-106 [MCam  |STS INDEL (1) 110 115
ALDH3 SNP GIA 10 MCam  |CAPS  [62°C 33 cykle BcoDl  |GTCTC 1 [37°Cnoc 380+419 808
55°C 32 cykle, rozc. 50x, o . o
SIK1 SNP T 666  |GH dCAPS  |nested PCR, startery dCAPS|HindIll  |AAGCTT |3 % rﬁizs min/80°C 1394 20+300
1)
55°C 32 cykle, rozc. 50x%, o o
NAC6 SNP GIA 852  |MCam  |dCAPS |nested PCR, startery dCAPS|Ddel C'TNAG 1 fn7inc n0c/ 65°C 20 396 224374
(2)
DHODHL  [SNP GIC 2549 |GH CAPS  |55°C 32 cykle Mnll ccTeNy” |4 fn7inc noc/ 65°C 20 1127, 646 823
55°C 32 cykle, rozce. 50x,
HVA22 SNP AIT 44up |GH dCAPS | nested PCR, startery Pwil  |CAGCTG 2 [37°C noc 380 23+357
dCAPS (3)
2051- 55°C 35 cykli, startery ) ) )
bzIP23 INDEL [del. 19pz |52 |GH STS NDEL () 174 193
AREBL1 SNP |AG 1075 |[MCam  |CAPS  |55°C 32 cykle Avall  |G'GWCC 2 r3n7mc noc/80°C 20" g4, 91+710
55°C 32 cykle, roze. 50x, o o
MPK5 SNP /G 1122 |MCam  |dCAPS |nested PCR, startery dCAPS|Sspl AATATT 4 i;nc n0c/ 65°C 20 |yqg 23+185
(4)
ADC1 SNP AIC 763 |GH CAPS  |57°C 35 cyki Mlyl GAGTC(N)5' |1 r3n7mc n0c/ 65°C 20" 1547, 585 1132
. 919-930 55°C 35 cykli, startery ) ) )
FRY1 INDEL [ins. 12pz | % [MCam  [sTs NDEL () 225 237

M — ‘Maresi’; G — ‘Georgie’; C — Cam/B1/Cl; H — ‘Harmal’
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Tabela 10.12. cd.

Pozycja

Warunki restrykcji

Wielkos$¢ produktu [pz]

®)

Typ . -~ |Populacja |Metoda - «« |ROZpoznawana |[Mix. |,. - - -
Gen polimorf, Polimorf. |w genie mapujaca  |genotyp. Program PCR Enzym sekwencja oo _(mkubaqa_/ Odmiana eur. Odmiana syr.
[pz] inaktywacja) M lub G ClubH
. 55°C 35 cykli, startery ) ) )

AVP1 INDEL |ins. 28 pz |574-601 |GH STS NDEL () 287 315

Geny wytypowane z eksperymentu mikromacierzowego
PCR, rozc. 50x, 37°C 4h/ 65°C 20

DQ201158.1 |SNP AG 1761 |MCam  [dCAPS |nested PCR, startery dCAPS|Xhol  |CTCGAG  [3 [>T 21 + 459 480
(5)

AK364695.1 |o\p T 949  |GH CAPS  |55°C 32 cykle Stul AGGCCT |1 [37°Csh 2464555 801

AK376206.1 Is\p  |arc 348 |MCam  |CAPS  |55°C 32 cykle Psti CTGCAG |2 fnznc Sh/80°C 20 13944358 752

AK248508.1 |SNP AIG 903  |GH CAPS  |57°C 35 cyki Nisil ATGCAT 1 fnznc noc/ 65°C 20 11094744 1153

AF307145.1 |SNP GIC 2290 |MCam  |CAPS  |54°C 35 cykli MspAll |CMGCKG |5 fn7inc n0c/ 65°C 20 1g13,397 1140
59°C 35 cykli, roze. 50x, o o

AK369200.1 |SNP GIA égs\m GH dCAPS |nested PCR, startery dCAPS|Xhol  [CTCGAG ~ [3 [TC n0c/ 65°C 20|35, 214301
(6)

AK3588481 |SNP  |A/G 2795 |GH CAPS  |55°C 32 cykle Banl  |GGYRCC |3 fn7inc Ih/65°C20 gy 279+561

del. 36 pz |941- 55°C 35 cykli, startery ) ) )

AK365529.1 |INDEL Pz 02" |GH STS NDEL (5 220 256
55°C 35 cykli, roze. 50x,

AK366970.1 |SNP GIA 774 |GH dCAPS  |nested PCR, startery dCAPS|Pvull  |CAGCTG |2 |37°C noc 253 264227
(7)

AK250959.1 |SNP GIA 129 |GH CAPS  |55°C 35 cykli Ncil CC'SGG 3 [37°C noc 5+88+827 5+915
55°C 35 cykli, roze. 50x, o o

AK372760.1 |SNP GIT 2678 |MCam  |dCAPS |nested PCR, startery dCAPS|Haelll  |GG'CC 2 i:inc noc/ 80°C 20" 1554957 277

M — ‘Maresi’; G — ‘Georgie’; C — Cam/B1/Cl; H — ‘Harmal’
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Tabela 10.12. cd.

Typ Pozycja Populacja [Metoda Rozpoznawana |Mix Warunki restrykcji Wielkos¢ produktu [pz]
Gen polimorf, Polimorf. |w genie mapujaca  |genotyp. Program PCR* Enzym** sekwencja e _(mkubaCJa_/ Odmiana eur. Odmiana syr.
[pz] inaktywacja) M lub G ClubH
55°C 40 cykli, , rozc. 50x, o 5
AK375617.1 |SNP T 503 |GH dCAPS  |nested PCR, startery dCAPS|BsrBI  |CCG'CTC 1 i:inc n0¢/80°C 20 19,519 334
9)
AK373077.1 |SNP CIA 585  |GH CAPS  |55°C 35 cykli BamHI |GGATCC |2 [2TC 8h/80°C 20 15114870 1081
AK3581141 |SNP  |A/G 4036 |MCam  |CAPS  |55°C 35 cykli BSEIl  |GGTNACC [2  |60°C 1/5h 1198 519+679
AK250034.1 [SNP CIA 4245  |GH CAPS  |55°C 35 cykli Banll  |GRGCY'C |2 inznc Ih/80°C20 1354947 1079
AK367041.1 |SNP CIG 138 |GH CAPS  [55°C 35 cykli BSEIl |GGTNACC |2 |60°C 1/5h 117+954 1071
55°C 32 cykle, roze. 50x, o o
AK250206.1 [SNP AIG 1235 |GH dCAPS  |nested PCR, startery dCAPS |Aflll CTTAAG 3 fn7inc noc/ 65°C 20 1554 486 508
(10)
60°C 35 cykli, roze. 50x, o o
BM816765.1 [SNP  |T/C 1932 |GH dCAPS | nested PCR, startery BamHI |GGATCC |2 [PTCSWEIC20 9 20+400
dCAPS (11)
AK376707.1 |SNP GIA 3755 |MCam  |CAPS  |55°C 35 cykli Dral TTT'AAA 3 |lCnocl63C20 a06g 179+890
AK252018.1 |SNP  |A/C 1478 |GH CAPS  |55°C 35 cyki BSEl  [CGRYCG |1 |50 < /IS io5 403+648
AK248413.1 |SNP  |c/G 695  |GH CAPS  |55°C 35 cykli Btg| CCRYGG (1 PLCnocSUC20 fyo68 219+849
AK364080.1 |SNP  |T/C 497 |Mcam  [CAPS  [55°C 35 cykli Hpal  |GTT'AAC |4  [37°C 1/15h 353+731 1084
del. 22 pz |359- 55°C 35 cykli, startery . ) ) )
AK374300.1 |INDEL pz 30 |eH STS INDEL (&) 205 183

M — ‘Maresi’; G — ‘Georgie’; C — Cam/B1/Cl; H — ‘Harmal’




Tabela 10.12. cd.

Typ Pozycja Populacja [Metoda Rozpoznawana |Mix Warunki restrykcji Wielkos¢ produktu [pz]
1 1 * ** - H H . -
Gen polimorf, Polimorf. |w genie mapujaca  |genotyp. Program PCR Enzym sekwencja oo _(mkubaCJa_/ Odmiana eur. Odmiana syr.
[pz] inaktywacja) M lub G ClubH
AK249171.1 |SNP CIA 204 |GH CAPS  |55°C 35 cykli Asel ATTAAT 2 fn7inc noc/65°C 201691 257+834
AK248326.1 |SNP TIG 346 |GH CAPS  [55°C 35 cykli Hphl GGTGAN)S' |4 % nfirll/ ISW/65°C 13871736 1123
AK251637.1 |SNP cIT 564 |MCam CAPS  [55°C 35 cykli Earl CTCTTC(N)I” |6 fn7inc noc/65°C 20 11144734529 |473+640
AY188394.1 |SNP cIT 300 [GH CAPS  [55°C 35 cykli Pwull CAG'CTG 2 37°C noc 1038 231+807
AK355062.1 |SNP AIC 230  [GH CAPS  [55°C 35 cykli Nil CC'SGG 6 37°C noc 264+60+784 264+844
AK365725.1 |SNP GIC 1300  [MCam CAPS  [55°C 35 cykli Xhol CTCGAG 2 fnznc n0c/ 65°C 201474 227+847
55°C 32 cykle, roze. 50x%, o 5
M60733.1  |SNP cIT 1688  [MCam dCAPS  |nested PCR, startery dCAPS|BsrBI  |CCG'CTC 1 fn7inc noc/ 80°C 20" 1,5, 366 388
(12)
55°C 32 cykle, rozce. 50x, o o
AK373549.1 [SNP TIC 687  |GH dCAPS  |nested PCR, startery dCAPS|ECORV ~ |GAT'ATC 3 fn7inc noc/ 80°C 20" 1554761 306
(13)
AK369380.1 [SNP cIT 548 |MCam  |CAPS  |55°C 35 cyki Avall  |G'GWCC 1 fnznc noc/80°C 20 1975.573 846

M — ‘Maresi’; G — ‘Georgie’; C — Cam/B1/Cl; H — ‘Harmal’

*Program PCR (temperatura przyfaczania starterow i liczba cykli podane w tabeli): 94°C 5 min.; 94°C 30 sek.; ...°C 45 sek.; 72°C 1 min. x ...cykli; 72°C 5 min.
Program PCR do wewngetrznego PCR (nested PCR): 94°C 5 min.; 94°C 30 sek.; 55°C 45 sek’; 72°C 1 min. x 30 cykli; 72°C 5 min.

** W badaniach wykorzystano enzymy firmy New England Biolabs

*#% Sktad mixu restrykcyjnego (objetos¢ wody — objetos¢ buforu dla enzymu — objetos¢ enzymu — objetosé DNA [pl])
55-1-1-25;

1. 57-1-0,8-25;

667

2.

3. 6-1-05-25;

4. 49-1-16-25;

5 62-1-08-2;, 6.

6,1-1-04-25




Aneks 6. Procesy biologiczne zidentyfikowane w oparciu o analize¢ wzbogacania
terminow GO w grupach genow dla warunkow optymalnego nawodnienia oraz
wspolne dla warunkéw optymalnego nawodnienia i stresu suszy

Tabela 10.13.

Kategoria fenotypowa (Termin GO ‘p-wartos’c’ ‘Proces biologiczny

Warunki optymalnego nawodnienia

G0:0048569 |7,96E-05 |post-embryonic organ development

G0:0048544 |2,10E-04 |recognition of pollen

G0:0010227 |3,68E-04 |floral organ abscission

G0:0006415 |7,10E-04 (translational termination

G0:0006887 |0,0014 exocytosis

G0:0044765 10,0014 single-organism transport

G0:0006298 |0,0024 mismatch repair

G0:0009756 [0,0036 carbohydrate mediated signaling

G0:0010182 (0,0036 sugar mediated signaling pathway

G0:0015800 |0,0048 acidic amino acid transport

G0:0015804 (0,01 neutral amino acid transport

G0:0065002 (0,01 intracellular protein transmembrane transport

G0:0071806 (0,01 protein transmembrane transport

G0:0006605 0,01 protein targeting

G0:0072594 0,01 establishment of protein localization to organelle
Bilans wodny .

G0:0009611 (0,01 response to wounding

GO0:0030001 (0,01 metal ion transport

G0:0006812 (0,01 cation transport

G0:0090342 (0,02 regulation of cell aging

G0:0006612 (0,02 protein targeting to membrane

G0:0010229 (0,02 inflorescence development

G0:0048527 (0,02 lateral root development

G0:0015748 0,02 organophosphate ester transport

G0:0006720 |0,02 isoprenoid metabolic process

G0:0046246 |0,03 terpene biosynthetic process

G0:0051274 10,04 beta-glucan biosynthetic process

G0:0048438 (0,04 floral whorl development

G0:0009737 0,04 response to abscisic acid

G0:0009057 0,04 macromolecule catabolic process

G0:0006396 |0,04 RNA processing

G0:0006464 0,04 cellular protein modification process

G0:0036211 |0,04 protein modification process

G0:0006970 0,05 response to osmotic stress

G0:1901701 |0,0024 cellular response to oxygen-containing compound

G0:1900457 0,01 regulation of brassinosteroid mediated signaling pathway

G0:1900459 |0,01 positive regulation of brassinosteroid mediated signaling
Aktywnosé G0:1901038 |0,01 cyanidin 3-O-glucoside metabolic process

G0:1901804 |0,01 beta-glucoside metabolic process
antyoksydantow S

G0:0046686 [0,01 response to cadmium ion

G0:0034051 |0,02 negative regulation of plant-type hypersensitive response

G0:0006809 |0,02 nitric oxide biosynthetic process

G0:0046209 |0,02 nitric oxide metabolic process

G0:0042744 10,04 hydrogen peroxide catabolic process
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Tabela 10.13. cd.

Kategoria fonotypowa [Termin GO |p-warto$é

Proces biologiczny

G0:0048530 (0,01
G0:0006302 (0,01
G0:1901617 |0,01
G0:0006720 |0,01
G0:0006468 |0,01
G0:0006796 |0,01
G0:0019856 |0,02
G0:0016106 |0,02

fruit morphogenesis

double-strand break repair

organic hydroxy compound biosynthetic process
isoprenoid metabolic process

protein phosphorylation

phosphate-containing compound metabolic process
pyrimidine nucleobase biosynthetic process
sesquiterpenoid biosynthetic process

Fotosynteza G0:0048573 0,02 photoperiodism, flowering
G0:0048544 0,02 recognition of pollen
G0:0010817 (0,02 regulation of hormone levels
G0:0046165 |0,03 alcohol biosynthetic process
G0:0009966 (0,03 regulation of signal transduction
G0:0042742 10,03 defense response to bacterium
G0:0046700 (0,03 heterocycle catabolic process
G0:0044270 (0,03 cellular nitrogen compound catabolic process
G0:0098542 (0,03 defense response to other organism
G0:0007166 (0,05 cell surface receptor signaling pathway
G0:0006952 (4,54E-04 |defense response

Zawarto$¢ G0:0010118 [0,01 stomatal movement

osmoprotektantow G0:0055114 (0,01 oxidation-reduction process

G0:0010037 0,02
G0:0000398 0,02
G0:0071265 0,03

i hormonow

response to carbon dioxide
mMRNA splicing, via spliceosome
L-methionine biosynthetic process

Stres suszy/warunki optymalnego nawodnienia

G0:0009845 |0,01
G0:0006468 (0,01
G0:0016310 (0,01
G0:0048041 (0,02
G0:0007044 (0,02
G0:0007045 (0,02
G0:1900425 (0,02
G0:0034333 (0,02
G0:0034332 (0,02
G0:0033611 (0,03
G0:0019307 (0,03
G0:0033609 (0,03
G0:0015961 (0,03
G0:0015959 |0,03
G0:0015967 0,03
G0:0015965 |0,03
G0:0008610 |0,03
G0:0002239 |0,04
G0:0002229 |0,04
G0:0010038 |0,04
G0O:0006099 |0,05
G0:0009725 0,05

Fotosynteza

seed germination

protein phosphorylation

phosphorylation

focal adhesion assembly

cell-substrate junction assembly
cell-substrate adherens junction assembly
negative regulation of defense response to bacterium
adherens junction assembly

adherens junction organization

oxalate catabolic process

mannose biosynthetic process

oxalate metabolic process

diadenosine polyphosphate catabolic process
diadenosine polyphosphate metabolic process
diadenosine tetraphosphate catabolic process
diadenosine tetraphosphate metabolic process
lipid biosynthetic process

response to oomycetes

defense response to oomycetes

response to metal ion

tricarboxylic acid cycle

response to hormone
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Kategoria fenotypowa [Termin GO |p-warto$é¢ |Proces biologiczny
G0:0006979 |5,18E-04 |response to oxidative stress
G0:0080021 [0,01 response to benzoic acid
G0:0030833 [0,01 regulation of actin filament polymerization
G0:0019321 |0,01 pentose metabolic process
G0:2000762 0,02 regulation of phenylpropanoid metabolic process
G0:0010070 |0,02 zygote asymmetric cell division
G0:0055114 0,02 oxidation-reduction process

Zawarto$¢ G0:0009833 [0,03 primary cell wall biogenesis

osmoprotektantow G0:0042732 0,03 D-xylose metabolic process

i hormonow G0:0042357 10,03 thiamine diphosphate metabolic process
G0:0009229 0,03 thiamine diphosphate biosynthetic process
G0:0042545 0,04 cell wall modification
G0:0048468 (0,04 cell development
G0:0030835 (0,05 negative regulation of actin filament depolymerization
G0:0030837 (0,05 negative regulation of actin filament polymerization
G0:0051693 (0,05 actin filament capping
G0:0043242 (0,05 negative regulation of protein complex disassembly
G0:1901880 (0,05 negative regulation of protein depolymerization

Aneks 7. Lista 143 pozycyjnych genow kandydackich zidentyfikowanych w wyniku

analizy wzbogacania terminow GO zwigzanych z odpowiedzig na stres suszy

MLOC_63263, MLOC_19378, MLOC_78707, MLOC_57100, MLOC_58872, MLOC_51227, MLOC_73233,

MLOC_115,

MLOC_16632,

MLOC_4579,

MLOC_5505,

MLOC_6299, MLOC_7484,

MLOC_14114,

MLOC_37278, MLOC_44861, MLOC_52360, MLOC_54499, MLOC_65920, MLOC_67164, MLOC_71498,
MLOC_75032, MLOC_21133, MLOC_52403, MLOC_39658, MLOC_4953, MLOC_71910, MLOC_6300,
MLOC_35821, MLOC_56414, MLOC_18300, MLOC_53947, MLOC_4744, MLOC_51763, MLOC_37449,
MLOC_70676, MLOC_26683, MLOC_568, MLOC_2695, MLOC_4149, MLOC_4341, MLOC_5618, MLOC_6969,
MLOC_31567, MLOC_41281, MLOC_51927, MLOC_57734, MLOC_59220, MLOC_61944,
MLOC_15256, MLOC_19075, MLOC_38928, MLOC_44719, MLOC_61983, MLOC_3946,
MLOC_38120, MLOC_76334, MLOC_36316, MLOC_51191,
MLOC_6633, MLOC_12985, MLOC_38340, MLOC_56811,

MLOC_15907,
MLOC 54083,
MLOC_14746,
MLOC_4541,
MLOC_65574,
MLOC_9041,
MLOC_2310,
MLOC_9931,
MLOC_5461,
MLOC_45409,
MLOC_6879,
MLOC_22343,
MLOC_36976,

MLOC_1377,
MLOC_19160,
MLOC_60235,
MLOC_63336,
MLOC_56820,
MLOC_51456,
MLOC_34262,
MLOC_65646,
MLOC_69302,

MLOC_10019, MLOC_68105,
MLOC_56676, MLOC_40523,
MLOC_12135, MLOC_824,
MLOC_41589, MLOC_27721,
MLOC_53029, MLOC_11707,
MLOC_3724, MLOC_38263,
MLOC_20045, MLOC_53845,
MLOC_58506, MLOC_58508,
MLOC_60529, MLOC_67137,

MLOC_14136,
MLOC_20738,

MLOC_11990,
MLOC_54983,
MLOC_38476,
MLOC_64461,
MLOC_45302,
MLOC_58507,
MLOC_74704,

MLOC_35028, MLOC_174, MLOC_40292, MLOC_20354, MLOC_81908,

MLOC_59533,

MLOC_6793

MLOC_52260,
MLOC_63626,
MLOC_12299,
MLOC_57002,
MLOC_77446,
MLOC_59997,
MLOC_40798,
MLOC_74018,
MLOC_57278,
MLOC_65368,
MLOC_17904,
MLOC_70465,

MLOC_75846,
MLOC_64358,
MLOC_60577,
MLOC 67333,
MLOC_61145,
MLOC_72777,
MLOC_42618,
MLOC_69804,
MLOC_19228,
MLOC_65978,
MLOC_72613,
MLOC_13836,
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