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A b str a ct:  S hift s  i n t h e e n vi r o n m e nt  d u e  t o cli m at e  c h a n g e  n e c e s sit at e  b r e e di n g  eff o rt s  

ai m e d  at  a d a pti n g  w h e at  t o l o n g e r, w a r m e r  g r o wi n g  s e a s o n s.  I n t hi s st u d y,  2 1  m o d e r n  

w h e at  (Triti c u m  aesti v u m  L.)  c ulti v a r s  a n d  2 9  l a n d r a c e s w e r e  s c r e e n e d  f o r f a g  l e af st a r c h  

l e v el s, wit h  t h e g o al  of  i d e ntif yi n g a  g e n eti c  m a r k e r  f o r t a r g et e d b r e e di n g.  T h e  l a n d r a c e 

PI  6 1 6 9 3  w a s  i d e nti f e d a s  h a vi n g  e x c e pti o n all y  hi g h  f a g  l e af st a r c h  v al u e s.  Yi el d  t ri al s 

w e r e  c a r ri e d  o ut  i n a  B e r k ut  ×  PI  6 1 6 9 3  r e c o m bi n a nt  i n b r e d li n e ( RI L) p o p ul ati o n  a n d  a  

n e g ati v e  c o r r el ati o n  w a s  o b s e r v e d  b et w e e n  l e af st a r c h,  f o w e ri n g  ti m e, a n d  yi el d.  G e n eti c  

m a p pi n g  i d e nti f e d a  Q u a ntit ati v e  Tr ait  L o ci  ( Q T L) e x pl ai ni n g  2 2 – 3 4 %  v a ri ati o n  f o r l e af 

st a r c h,  f o w e ri n g  ti m e, bi o m a s s,  a n d  s e e d  yi el d.  T h e  st a r c h  s y nt h a s e  Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 7 8 0 0  

(w SsI- 1 ) i s l o c at e d i n t hi s r e gi o n,  w hi c h  p o s si bl y  a c c o u nt s  f o r l e af st a r c h  v a ri ati o n  i n t hi s 

p o p ul ati o n;  al s o  wit hi n  t hi s Q T L  i s Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0  (F T- D 1 ). S e q u e n ci n g  of  F T- D 1  

i d e nti f e d a  si n gl e  b a s e  p ai r  d el eti o n  i n t h e 3 r d  e x o n  of  t h e B e r k ut  all el e.  T hi s  i n d el h a s  

r e c e ntl y  b e e n  s h o w n  t o si g ni f c a ntl y  i m p a ct f o w e ri n g  ti m e a n d  p r o d u cti vit y,  a n d  li k el y l e d 

t o si g ni f c a nt  v a ri ati o n  i n f o w e ri n g  d at e  a n d  yi el d  i n t hi s p o p ul ati o n.  H e r e,  w e  ill u st r at e 

h o w  all eli c  s el e cti o n  of  F T- D 1  wit hi n  b r e e di n g  p r o g r a m s  m a y  ai d  i n a d a pti n g  w h e at  t o 

c h a n gi n g  e n vi r o n m e nt s.  

K e y w or d s:  a nt h e si s;  F L O W E RI N G  L O C U S  T  (F T- 1 ); g r ai n  fll;  m et a b oli s m;  p r o d u cti vit y;  

t r a n sit o r y st a r c h;  Vr n- 3 D ; w h e at;  yi el d  

1.  I ntr o d u cti o n  

Gl o b al  t e m p e r at u r e s a r e  o n  t h e ri s e  a n d  p r e vi o u sl y  p r e di ct a bl e  p att e r n s  i n t e m p e r at u r e 

a n d  p r e ci pit ati o n  b e c o m e  m o r e  c o nf o u n d e d  e v e r y  y e a r  [1 ]. T h e  s hift  i n cli m at e  b ri n g s  

c h all e n g e s  t o a g ri c ult u r e,  a  p r a cti c e  t h at r eli e s  o n  a  r e a s o n a bl e  a m o u nt  of  p r e di ct a bilit y.  It i s 

e sti m at e d  f r o m w h e at  (Triti c u m  aesti v u m  L.)  c r o p pi n g  m o d el s  t h at f o r e v e r y  1  ◦ C  i n c r e a s e i n 

t e m p e r at u r e gl o b all y,  t h e a v e r a g e  p r o d u cti o n  of  w h e at  w o rl d wi d e  will  d e c r e a s e  b y  6 %  [2 ]. 

C e r e al  b r e e di n g  eff o rt s  f o c u s p ri m a ril y  o n  i n c r e a si n g g r ai n  yi el d  o r  g r ai n  q u alit y  t r ait s. I n 

r e c e nt  y e a r s,  t h e r e h a s  al s o  b e e n  a n  e m p h a si s  o n  f o c u si n g o n  t r ait s t h at l e a d t o s u st ai n a bl e  

i m p r o v e m e nt s i n t h e f a c e of  a  c h a n gi n g  cli m at e.  It i s i n c r e a si n gl y dif f c ult  t o s el e ct  si n gl e  

g e n e s  t h at l e a d t o c r o p  i m p r o v e m e nt. A  m o r e  s u st ai n a bl e  a p p r o a c h  m a y  b e  t o f o c u s o n  t h e 

i nt e r a cti o n of  s o u r c e  a n d  si n k  st r e n gt h  [3 ]. 

I n c e r e al s,  si n k  st r e n gt h  i n t h e e n d o s p e r m  i s l a r g el y d ri v e n  b y  st a r c h  bi o s y nt h e si s,  

w h e r e  st a r c h  c o n stit ut e s  6 0 %  o r  m o r e  of  s e e d  w ei g ht.  St a r c h  bi o s y nt h e si s  i n t h e f o r m of  

s o u r c e  st r e n gt h  i s al s o  li miti n g t o pl a nt  g r o wt h.  L e af  st a r c h  i s a c c u m ul at e d  i n s o u r c e  ti s s u e s 
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d u ri n g  t h e li g ht p e ri o d  w h e n  e x c e s s  p h ot o s y nt h at e  i s st o r e d  a s  t r a n sit o r y st a r c h.  It i s t h e n 

r e m o bili z e d  t o si n k  ti s s u e s d u ri n g  t h e d a r k  p e ri o d  f o r g r o wt h,  d e v el o p m e nt,  o r  st o r a g e  [4 ]. 

T h e  st a r c h  bi o s y nt h e si s  p at h w a y  i s c o nt r oll e d  p ri m a ril y  b y  t h r e e e n z y m e s:  A D P- gl u c o s e  

p y r o p h o s p h o r yl a s e  ( A G P a s e), st a r c h  s y nt h a s e  ( S S), a n d  st a r c h- b r a n c hi n g  e n z y m e  ( S B E) [5 ]; 

e a c h  of  t h e s e e n z y m e s  e xi st  a s  m ulti pl e  i s o z y m e s [6 ]. T h e  r at e-li miti n g  r e a cti o n  i n b ot h  

s o u r c e  a n d  si n k  ti s s u e s i s c o nt r oll e d  b y  A G P a s e.  I n t hi s r e a cti o n,  gl u c o s e- 1- p h o s p h at e  

a n d  A T P  a r e  c o n v e rt e d  t o A D P- gl u c o s e  a n d  i n o r g a ni c p h o s p h at e  [7 ]. A D P- gl u c o s e  i s t h e n 

p ol y m e ri z e d  b y  S S  t o p r o d u c e  a m yl o s e,  a  r el ati v el y  u n b r a n c h e d  gl u c o s e  p ol y m e r,  a n d  S B E s  

a r e  r e s p o n si bl e  f o r t h e p r o d u cti o n  of  t h e hi g hl y  b r a n c h e d  gl u c o s e  p ol y m e r  a m yl o p e cti n.  

Gi v e n  t h at A G P a s e  i s t h e r at e  li miti n g f a ct o r i n t h e bi o s y nt h e si s  of  st a r c h,  it h a s  b e e n  

t h e f o c u s of  m o st  r e s e a r c h  r e g a r di n g  t h e i nt e r a cti o n of  st a r c h  a n d  c e r e al  yi el d.  T hi s  i n cl u d e s 

st u di e s  t h at h a v e  d e m o n st r at e d  a  r e d u cti o n  i n A G P a s e  a cti vit y  at  hi g h  t e m p e r at u r e s i n 

c e r e al s  [8 ]. T hi s  s u p p o rt s  t h e h y p ot h e si s  t h at s el e cti n g  f o r el e v at e d  st a r c h  l e v el s i n c e r e al  

l e a v e s m a y  l e a d t o g r ai n  yi el d  g ai n s,  o r  at  l e a st p r ot e ct  a g ai n st  yi el d  l o s s e s a s  t e m p e r at u r e s 

i n c r e a s e. W h e at  g e n ot y p e s  wit h  i m p r o v e d l e af st a r c h  bi o s y nt h e si s  m a y  pl a y  a n  i m p o rt a nt 

r ol e  i n m ai nt ai ni n g  hi g h  g r ai n  yi el d s  i n a  w a r mi n g  cli m at e.  

M a n y  st u di e s  h a v e  h a d  s u c c e s s  i n i n c r e a si n g c e r e al  s e e d  si z e  o r  yi el d  t r a n s g e ni c all y 

vi a  o v e r e x p r e s si o n  of  A G P a s e  u n d e r  t h e c o nt r ol  of  ti s s u e- s p e ci f c p r o m ot e r s.  I n c r e a s e d 

s e e d  si z e  h a s  b e e n  r e p o rt e d  i n ri c e  (Or y z a  s ati v a  L.)  [9 ] a n d  m ai z e  (Ze a  m a ys  L.)  [1 0 ,1 1 ] 

wit h  e n d o s p e r m- s p e ci f c  o v e r e x p r e s si o n  of  A G P a s e.  A  si mil a r  a p p r o a c h,  u si n g  t h e l a r g e 

e n d o s p e r m- s p e ci f c  S h 2  p r o m ot e r,  l e d t o i n c r e a s e d s e e d  s et,  r at h e r  t h a n s e e d  si z e,  i n w h e at  

(Triti c u m  aesti v u m  L.)  [1 2 ,1 3 ], ri c e  [1 4 ], a n d  m ai z e  [1 5 ]. I n c r e a s e d s e e d  n u m b e r  w a s  s h o w n  t o 

b e  t h e r e s ult  of  S h 2  p r o m ot e r- c o n diti o n e d  e x p r e s si o n  i n m at e r n al  ti s s u e s [1 5 ,1 6 ]. I n c r e a s e d 

s e e d  s et  w a s  a c c o m p a ni e d  b y  i n c r e a s e d pl a nt  bi o m a s s  i n ri c e  a n d  w h e at  [1 2 – 1 4 ], t h o u g h 

bi o m a s s  w a s  n ot  r e c o r d e d  f o r m ai z e.  

O b s e r v ati o n s  i n w hi c h  b ot h  s e e d  yi el d  a n d  bi o m a s s  w e r e  i n c r e a s e d si m ult a n e o u sl y  

i n di c at e t h at s o u r c e  st r e n gt h,  r at h e r  t h a n si n k  st r e n gt h,  mi g ht  b e  j u st a s  o r  m o r e  li miti n g 

t o pl a nt  p r o d u cti vit y.  T hi s  i s s u p p o rt e d  b y  t h e o b s e r v ati o n  t h at p h ot o s y nt h eti c  r at e s  

w e r e  e n h a n c e d  s h o rtl y  b ef o r e  a n d  aft e r  a nt h e si s  i n w h e at  pl a nt s  wit h  S h 2 - c o n diti o n e d 

o v e r- e x p r e s si o n  of  A G P a s e  i n s e e d s  [1 7 ]. T o  e x a mi n e  t hi s h y p ot h e si s,  s e v e r al  st u di e s  

e x a mi n e d  t h e r ol e  of  l e af A G P a s e  i n c e r e al  l e af ti s s u e. I n m ai z e  pl a nt s  wit h  t h e t r a n s p o s o n-

d e ri v e d  m ut a nt  a g ps- m 1 , h a vi n g  n o  l e af st a r c h  h a d  a  3 0 %  yi el d  r e d u cti o n  c o m p a r e d  t o 

wil d-t y p e  ( W T) si st e r  pl a nt s,  d e m o n st r ati n g  t h at l a c k of  l e af st a r c h  i s d e v a st ati n g  t o pl a nt  

g r o wt h  [1 8 ]. M e a n w hil e,  t r a n s g e ni c st u di e s  d e m o n st r at e d  t h at o v e r e x p r e s si o n  of  A G P a s e  

i n l e a v e s oft e n  l e a d s t o e n h a n c e d  pl a nt  g r o wt h  a n d  yi el d.  I n l ett u c e, e x p r e s si o n  of  t h e 

m o di f e d  p ot at o  (S ol a n u m  t u ber os u m L.)  A G P a s e  l a r g e s u b u nit,  u pre g- 1 , i n l e a v e s l e d t o 

si g ni f c a ntl y  i n c r e a s e d f r e s h w ei g ht  [1 9 ]. E x p r e s si o n  of  t hi s t r a n s g e n e i n ri c e  l e a v e s al s o  

l e d t o e n h a n c e d  pl a nt  p r o d u cti vit y  [2 0 ]. A n ot h e r  ri c e  st u d y  o b s e r v e d  a  9 %  s e e d  yi el d  

i n c r e a s e wit h  e x p r e s si o n  of  t h e t r a n s g e n e S h 2r 6 hs  i n l e a v e s, a c c o m p a ni e d  b y  a  3 0 %  i n c r e a s e 

i n m at u r e  pl a nt  bi o m a s s  [2 1 ]. A n  a d diti o n al  st u d y  i n ri c e  wit h  si m ult a n e o u s  u p r e g ul ati o n  

of  A G P a s e  i n b ot h  l e af (S h 2r 6 hs  a n d  Bt 2  u n d e r  r b c S  p r o m ot e r)  a n d  s e e d  ti s s u e (S h 2r 6 hs  

u n d e r  S h 2  p r o m ot e r)  o b s e r v e d  a n  a d diti v e  i n c r e a s e i n s e e d  yi el d  a n d  bi o m a s s  c o m p a r e d  t o 

o v e r e x p r e s si o n  i n l e af o r  s e e d  ti s s u e al o n e  [2 2 ]. 

M o st  r e s e a r c h  r e g a r di n g  pl a nt  yi el d  li n k e d t o st a r c h  bi o s y nt h e si s  h a s  f o c u s e d o n  

A G P a s e  b y  eit h e r  m o dif yi n g  A G P a s e  e x p r e s si o n  l e v el s, m a ni p ul ati n g  all o st e ri c  p r o p e rti e s,  

o r  alt e ri n g  s u b st r at e / p r o d u ct  s u p pl y  [5 ]. Ot h e r  st a r c h  bi o s y nt h e si s  e n z y m e s  h a v e  r e c ei v e d  

l e s s att e nti o n.  I n c e r e al s,  st u di e s  r e g a r di n g  S S s  a n d  S B E s  h a v e  f o c u s e d o n  t h e c o m pl e x  

i nt e r a cti o n s o b s e r v e d  wit hi n  p r ot ei n  c o m pl e x e s,  a n d  h o w  t h e y c o nt ri b ut e  t o g r ai n  q u alit y.  

T h e r e  h a s  b e e n  l e s s f o c u s o n  t a r g eti n g S S  a n d  S B E  t o i n c r e a s e g r o wt h  a n d  yi el d,  e s p e ci all y  

i n c e r e al  l e a v e s. H o w e v e r,  c o n stit uti v e  o v e r e x p r e s si o n  of  S SI V  i n l e a v e s of  Ar a bi d o psis  
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t h ali a n a l e d t o b ot h  i n c r e a s e d st a r c h  a n d  bi o m a s s  [2 3 ], a n d  c o n stit uti v e  u p r e g ul ati o n  of  S B E s  

l e d t o i n c r e a s e d l e af st a r c h  a n d  s e e d  yi el d  [2 4 ]. Alt h o u g h  n ot  i m m e di at el y t r a n sf e r r a bl e 

t o c e r e al  c r o p s,  t h e s e o b s e r v ati o n s  l e n d s u p p o rt  t o t h e h y p ot h e si s  t h at t r a n sit o r y st a r c h  

bi o s y nt h e si s  m a y  b o o st  pl a nt  p r o d u cti vit y  t h r o u g h m ulti pl e  p at h w a y s.  

I n f u rt h e r s u p p o rt  of  t hi s h y p ot h e si s,  r e c e nt  r e s e a r c h  i nt o t h e t r a n s c ri pti o n al r e g ul ati o n  

of  st a r c h  m et a b oli s m  h a s  s h o w n  t h at t r a n s c ri pti o n f a ct o r s f r o m m a n y  m aj o r  f a mili e s di r e ctl y  

r e g ul at e  c e r e al  st a r c h  bi o s y nt h e si s  [2 5 – 2 7 ]. T h e s e  i n cl u d e t h e b ZI P,  A P 2 / E R F,  N A C,  C U C 2,  

M Y B,  G R A S,  a n d  D O F  t r a n s c ri pti o n f a ct o r f a mili e s, w h e r e  e a c h  w a s  s h o w n  t o i n f u e n c e 

st a r c h  m et a b oli s m  i n ri c e,  w h e at,  m ai z e,  o r  b a rl e y.  S e v e r al  st u di e s  h a v e  s h o w n  alt e r e d  l e v el s 

of  st a r c h  w h e n  i n di vi d u al t r a n s c ri pti o n f a ct o r s w e r e  o v e r e x p r e s s e d  [2 8 – 3 2 ]; h o w e v e r,  d u e  t o 

t h e c o m pl e x  n at u r e  of  t r a n s c ri pti o n al r e g ul ati o n,  r e s p o n s e s  oft e n  v a ri e d  d e p e n di n g  o n  t h e 

e n vi r o n m e nt.  F u rt h e r m o r e,  r e s p o n s e s  v a r y  b et w e e n  s p e ci e s,  e v e n  wit hi n  t h e c e r e al s  [2 7 ]. 

T h e  g o al  of  t hi s st u d y  w a s  t o i d e ntif y n at u r al  s o u r c e s  of  f a g  l e af st a r c h  i n s p ri n g  w h e at  

a n d  c o r r el at e  l e af st a r c h  wit h  pl a nt  p r o d u cti vit y  t o i d e ntif y m a r k e r s  f o r t a r g et e d b r e e di n g.  

It i s e x p e ct e d  t h at el e v at e d  l e af st a r c h  l e v el s i n di c at e a  m o r e  ef f ci e nt  st a r c h  bi o s y nt h e si s  

p at h w a y  t h at c a n  b e  e x pl oit e d  t o m ai nt ai n  yi el d s  u n d e r  i n c r e a si n g t e m p e r at u r e s. L a n d r a c e s  

a r e  e x c ell e nt  r e s o u r c e s  b ot h  i n t e r m s of  i nt r o d u ci n g g e n eti c  di v e r sit y  t o c u r r e nt  c ulti v a r s  a s  

w ell  a s  f o r e x a mi ni n g  t h e r ol e  of  i n di vi d u al g e n e s  u p o n  s p e ci f c  t r ait s. H e r e,  b ot h  m o d e r n  

c ulti v a r s  a n d  l a n d r a c e s w e r e  s c r e e n e d  t o i d e ntif y g e n ot y p e s  wit h  hi g h  l e v el s of  l e af st a r c h  

at  g r ai n  fll.  F o c u s  w a s  pl a c e d  o n  g r ai n  fll  si n c e  t hi s i s t h e i d e al st a g e  t o o pti mi z e  t h e 

s o u r c e – si n k  st r e n gt h  r el ati o n s hi p,  a n d  v a ri ati o n  i n l e af st a r c h  at  g r ai n  fll  h a s  b e e n  s h o w n  

t o b e  p a rti c ul a rl y  i m p o rt a nt t o yi el d  [2 2 ]. Aft e r  i d e ntif yi n g a  l a n d r a c e wit h  e x c e pti o n all y  

hi g h  l e v el s of  l e af st a r c h,  a  r e c o m bi n a nt  i n b r e d li n e ( RI L) p o p ul ati o n  w a s  u s e d  t o i d e ntif y a  

m a r k e r  a s s o ci at e d  wit h  2 2 – 3 4 %  of  t h e v a ri ati o n  f o r l e af st a r c h,  f o w e ri n g  ti m e, bi o m a s s,  a n d  

s e e d  yi el d.  Wit hi n  t hi s Q T L,  t h e st a r c h  s y nt h a s e  g e n e  Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 7 8 0 0  (w SsI- 1 ) w a s  

i d e nti f e d a s  a  p o s si bl e  c a n di d at e  g e n e  f o r l e af st a r c h  diff e r e n c e s.  Tr aes C S 7 D 2 G 1 1 1 6 0 0  (F T -

D 1 ), a  k n o w n  f o w e ri n g  ti m e g e n e,  i s al s o  l o c at e d wit hi n  t hi s Q T L.  F u rt h e r m o r e,  a n  F T- D 1  

i n d el w a s  i d e nti f e d t h at s e g r e g at e d  wit h  l e af st a r c h,  f o w e ri n g  d at e,  a n d  w h e at  p r o d u cti vit y.  

T h e s e  f n di n g s  a d d  t o t h e b o d y  of  r e s e a r c h  i n di c ati n g t h at F T 1  all eli c  v a ri ati o n  m a y  p r o v e  

u s ef ul  i n s el e cti n g  s p e ci f c  f o w e ri n g  d at e s  a n d  yi el d s  t a r g et e d at  s p e ci f c  g r o wi n g  r e gi o n s  

a n d  e n vi r o n m e nt s.  T hi s  will  b e  a n  e s p e ci all y  i m p o rt a nt c o n si d e r ati o n  w h e n  s el e cti n g  

s u st ai n a bl e  yi el d  t r ait s i n a  c h a n gi n g  cli m at e.  

2.  R e s ult s  

2. 1.  S ur ve y  of  Le af  a n d  See d  St arc h  at  Gr ai n  Fill  I de nti fes Hi g h  Le af  St arc h  L a n dr a ce  

T w e nt y- ni n e  w h e at  l a n d r a c e s a n d  t w e nt y- o n e m o d e r n  s p ri n g  w h e at  c ulti v a r s  w e r e  

g r o w n  u n d e r  f el d  c o n diti o n s  a n d  s u r v e y e d  f o r st a r c h  d u ri n g  g r ai n  fll  ( 1 4 D A F).  T h e  

a v e r a g e  l e af st a r c h  v al u e  a c r o s s  m o d e r n  c ulti v a r s  w a s  2. 6 0  ±  0. 2 7  µ g  st a r c h  m g − 1  D W;  t h e 

c ulti v a r  ‘ R e s c u e’ h a d  t h e hi g h e st  l e af st a r c h  l e v el s ( 5. 9 9 ±  0. 8 2  µ g  m g − 1  D W)  ( T a bl e S 1).  

C o m p a r e d  t o t h e m o d e r n  c ulti v a r s,  t h e w h e at  l a n d r a c e s s u r v e y e d  v a ri e d  s u b st a nti all y  

f o r l e af st a r c h  l e v el s a n d  r a n g e d  f r o m 0. 8 1 – 2 0. 3 4  µ g  m g − 1  D W  ( T a bl e S 1).  PI  6 1 6 9 3  h a d  

t h e hi g h e st  l e v el ( 2 0. 3 4 ±  3. 4 0  µ g  m g − 1  D W).  C o m p a r e d  t o l e af st a r c h  l e v el s, s e e d  st a r c h  

w a s  l e s s v a ri a bl e  wit hi n  l a n d r a c e s a n d  m o d e r n  c ulti v a r s.  T h e  o v e r all  a v e r a g e  s e e d  st a r c h  

v al u e s  f o r all  l a n d r a c e s w e r e  7 3. 6  ±  1. 0 %  s e e d  D W  at  1 4  D A F  ( a n d m o d e r n  c ulti v a r s  h a d  

a n  a v e r a g e  of  7 3. 4  ±  2. 5 %)  ( T a bl e S 1).  F o r  t h e p u r p o s e  of  t hi s st u d y,  att e nti o n  w a s  f o c u s e d 

o n  t h e l a n d r a c e wit h  t h e hi g h e st  l e af st a r c h  l e v el s, PI  6 1 6 9 3.  A  b e n e ft  of  t hi s a p p r o a c h  w a s  

t h at PI  6 1 6 9 3  h a d  p r e vi o u sl y  b e e n  c r o s s e d  t o ‘ B e r k ut’, a  l o w l e af st a r c h  g e n ot y p e,  a n d  a  

r e c o m bi n a nt  i n b r e d li n e m a p pi n g  p o p ul ati o n  w a s  d e v el o p e d  a n d  g e n ot y p e d  [3 3 ,3 4 ]. 

https://0.81�20.34
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2. 2.  St arc h  Bre a k d o w n  Is N ot  I m p aire d i n PI  6 1 6 9 3  

T o  e x a mi n e  w h et h e r  i n c r e a s e d l e af st a r c h  l e v el s i n PI  6 1 6 9 3  w e r e  c o n si st e nt  wit h  a  

st arc h  e x cess  (se x ) m ut ati o n,  f a g  l e a v e s w e r e  c oll e ct e d  at  1 4  D A F  o n e  h o u r  p ri o r  t o li g ht s o n  

a n d  at  4: 0 0  P M,  w h e n  t r a n sit o r y st a r c h  l e v el s s h o ul d  b e  hi g h.  St a r c h  l e v el s w e r e  a n al y z e d  

f o r B e r k ut  a n d  PI  6 1 6 9 3.  F o r  b ot h  g e n ot y p e s,  st a r c h  l e v el s w e r e  hi g h  at  t h e e n d  of  t h e 

aft e r n o o n  a n d  n e a rl y  d e pl et e d  at  t h e e n d  of  t h e d a r k  p e ri o d  ( Fi g u r e 1 ), d e m o n st r ati n g  t h at 

i n c r e a s e d st a r c h  l e v el s w e r e  n ot  t h e r e s ult  of  c h a n g e s  i n st a r c h  b r e a k d o w n.  

Fi g ur e  1.  St a r c h  l e v el s i n f a g  l e a v e s c oll e ct e d  at  1 4  D A F  i n t h e d a r k  m o r ni n g  ( D M; o n e  h o u r  p ri o r  t o 

li g ht s o n)  a n d  mi d- aft e r n o o n  ( A) wit h  n  =  6  of  g r e e n h o u s e- g r o w n  pl a nt s.  *, ***  r e p r e s e nt  si g ni f c a n c e  

at  p - v al u e s ≤  0. 0 5  a n d  0. 0 0 1,  r e s p e cti v el y,  b et w e e n  A  a n d  D M  m e a s u r e m e nt s  wit hi n  e a c h  g e n ot y p e  

f r o m o n e-t ail e d,  e q u al  v a ri a n c e  t-t e st s wit h  t h e h y p ot h e si s  t h at st a r c h  w o ul d  b e  n e a rl y  d e pl et e d  i n 

D M  s a m pl e s.  

2. 3.  RI L  St arc h  Fre q ue n c y  Distri b uti o n  

L e af  st a r c h  at  g r ai n  fll  w a s  q u a nti f e d  i n a  B e r k ut  ×  PI  6 1 6 9 3  N A M  p o p ul ati o n  [3 3 ]. 

L e af  st a r c h  v al u e s  w e r e  m e a s u r e d  i n l e a v e s c oll e ct e d  d u ri n g  b ot h  t h e 2 0 2 0  a n d  2 0 2 1  f el d  

s e a s o n s.  RI L  st a r c h  v al u e s  f ell wit hi n  a  r a n g e  of  8. 6 – 3 2. 7  µ g  m g − 1  D W  d u ri n g  t h e 2 0 2 0  

g r o wi n g  s e a s o n  a n d  1. 7 – 1 4. 0  i n 2 0 2 1  ( T a bl e 1 ). W h e n  c o m p a r e d  a c r o s s  y e a r s,  st a r c h  v al u e s  

h a d  a  c o r r el ati o n  c o ef f ci e nt  of  0. 2 5  (p - v al u e =  0. 0 3,  T a bl e  1 ). T h e  c o m bi n e d  RI L  a v e r a g e s  

w e r e  i n t h e r a n g e  of  5. 5 – 2 0. 4  µ g  m g − 1  D W  ( Fi g u r e 2 ). St a r c h  v al u e s  w e r e  di st ri b ut e d  s u c h  

t h at PI  6 1 6 9 3  v al u e s  w e r e  l o c at e d n e a r  t h e hi g h  e n d  of  t h e di st ri b uti o n  c u r v e,  w h e r e a s  

B e r k ut  v al u e s  w e r e  l o c at e d n e a r  t h e b ott o m.  T h e  hi g h  st a r c h  p a r e nt,  PI  6 1 6 9 3,  h a d  a  

c o m bi n e d  a v e r a g e  l e af st a r c h  v al u e  of  2 3. 7  ±  4. 8  µ g  m g − 1  D W,  w h e r e a s  t h e l o w st a r c h  

p a r e nt  B e r k ut  h a d  a n  a v e r a g e  l e af st a r c h  v al u e  of  6. 0  ±  0. 8  µ g  m g − 1  D W  ( T a bl e 2 ). 
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T a bl e  1.  G r o wt h  a n d  yi el d  of  r e c o m bi n a nt  i n b r e d li n e s ( RI L s) d e ri v e d  f r o m a  B e r k ut  ×  PI  6 1 6 9 3  

c r o s s- g r o w n  d u ri n g  t h e 2 0 2 0  a n d  2 0 2 1  g r o wi n g  s e a s o n s  a . 

D a y s  t o 
A nt h e si s  

L e af  St ar c h  
(µ g  m g − 1  

D W)  

H ei g ht  b  

( c m) 
Bi o m a s s  b  

( g) 
S e e d  Wt  b  

( g) 
I S W  b  

( m g) 
S e e d  N o  b  S e e d  

Pr ot ei n  c  
H I  c  

2 0 2 0  
R a n g e  
M e a n  
F  

6 1. 0 – 6 6. 0  
6 2. 8  

2. 6 0  ***  

4. 2 6 – 3 2. 7  
1 7. 3  

1. 9 5  ***  

5 5. 9 – 9 2. 7  
7 3. 7  

4. 5 0  ***  

2 6. 5 – 1 4 6  
6 6. 1  

4. 0 1  ***  

8. 9 – 4 6. 5  
2 1. 6  

3. 6 3  ***  

3 1. 5 – 5 0. 5  
4 0. 5  

3. 6 3  ***  

2 2 6 – 1, 0 9 9  
5 4 0  

3. 5 8  ***  

1 2. 1 – 1 8. 6  
1 4. 4  

7. 7 4  ***  

0. 2 8 – 0. 3 7  
0. 3 3  

2. 5 7  ***  

2 0 2 1  
R a n g e  
M e a n  
F  

5 8. 0 – 6 7. 3  
6 1. 5  

5. 8 3  ***  

1. 8 3 – 1 6. 3  
5. 2  

4. 1 0  ***  

4 8. 0 – 9 4. 0  
6 5. 7  
7. 7 0  

2 4. 3 – 1 0 9  
5 8. 6  

4. 7 9  ***  

4. 8 – 3 3. 5  
1 7. 8  

3. 7 0  ***  

2 2. 7 – 4 2. 3  
3 2. 4  

3. 7 0  ***  

1 6 8 – 9 3 7  
5 5 2  

3. 3 7  ***  

1 2. 3 – 1 6. 2  
1 4. 0  

5. 3 2  ***  

0. 1 8 – 0. 4 0  
0. 3 0  
1. 0 4  

C o m bi n e d  
R a n g e  
M e a n  
F  

5 9. 7 – 6 6. 0  
6 2. 2  

5. 1 7  ***  

5. 5 – 2 0. 4  
1 1. 3  

2. 0 0  ***  

5 1. 9 – 8 7. 9  
6 9. 7  

9. 3 2  ***  

2 5. 4 – 1 2 6  
6 2. 4  

5. 1 6  ***  

6. 9 – 4 0. 0  
1 9. 7  

4. 7 9  ***  

2 7. 7 – 4 6. 4  
3 6. 4  

9. 3 4  ***  

2 0 2 – 9 9 9  
5 4 3. 7  

7. 0 9  ***  

1 2. 3 – 1 7. 1  
1 4. 2  

9. 2 9  ***  

0. 2 4 – 0. 3 5  
0. 3 2  

1. 8 6  ***  

2 0 2 0  v  2 0 2 1  
r 0. 5 6  ***  0. 2 5  * 0. 7 1  ***  0. 5 8  ***  0. 5 7  ***  0. 7 2  ***  0. 5 8  ***  0. 7 5  ***  0. 2 1  ***  

a  L e af  st a r c h  w a s  m e a s u r e d  i n f a g  l e a v e s c oll e ct e d  mi d- aft e r n o o n  at  1 4  D A F  wit h  n  =  3.  b  T h r e e  pl a nt s  p e r  
pl ot  w e r e  h a r v e st e d  a n d  g r o wt h  p a r a m et e r s  a r e  r e p o rt e d  a s  t h e a v e r a g e  of  t h r e e pl a nt s  wit h  n  =  2  f o r e a c h  
g e n ot y p e.  D a y s  t o a nt h e si s  i s t h e a v e r a g e  of  all  t h r e e pl ot s  ( n =  3).  c  I S W r e p r e s e nt s  i n di vi d u al s e e d  w ei g ht  a n d  
HI  r e p r e s e nt s  h a r v e st  i n d e x. P r ot ei n  i s b a s e d  o n  1 2 %  m oi st u r e.  *, ***  r e p r e s e nt  si g ni f c a n c e  at  p - v al u e s ≤  0. 0 5,  a n d  
0. 0 0 1,  r e s p e cti v el y.  

Fi g ur e  2.  Di st ri b uti o n  of  l e af st a r c h  v al u e s  f r o m RI L  f a g  l e a v e s at  1 4  D A F  c o m bi n e d  o v e r  t h e 2 0 2 0  

a n d  2 0 2 1  g r o wi n g  s e a s o n s.  C oll e cti o n  o c c u r r e d  at  mi d- aft e r n o o n  wit h  n  =  3  f o r e a c h  RI L  d u ri n g  t h e 

2 0 2 0  a n d  2 0 2 1  g r o wi n g  s e a s o n s.  E a c h  r e p  c o n si st e d  of  a  b ul k  of  t h r e e f a g  l e a v e s f r o m i n di vi d u al 

pl a nt s.  L e af  st a r c h  c o n c e nt r ati o n s  f o r RI L  p a r e nt  pl a nt s  B e r k ut  ( 6. 0 ±  0. 8  µ g  m g − 1  D W)  a n d  PI  6 1 6 9 3  

( 2 3. 7 ±  4. 8  µ g  m g − 1  D W)  a r e  n ot  i n cl u d e d wit hi n  t h e di st ri b uti o n.  
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Ta bl e  2.  G r o wt h  a n d  yi el d  p a r a m et e r s  f o r RI L  p a r e nt s  PI  6 1 6 9 3  a n d  B e r k ut  f o r t h e 2 0 2 0  a n d  2 0 2 1  f el d  

s e a s o n s  a . 

D a y s  t o 
A nt h e si s  

L e af  St ar c h  
(µ g  m g − 1  

D W)  

H ei g ht  
( c m) 

Bi o m a s s  
( g) 

S e e d  Wt  
( g) 

I S W  
( m g) 

S e e d  N o  
S e e d  

Pr ot ei n  
H ar v e st  
I n d e x  

2 0 2 0  
B e r k ut  6 6. 0  ±  2. 1  4. 3  ±  1. 1  7 4. 9  ±  1. 3  6 7. 3  ±  2 2. 6  2 1. 2  ±  7. 5  3 9. 4  ±  1. 4  5 4 5  ±  2 0 8  1 3. 4  ±  1. 3  0. 3 1  ±  0. 0 1  
PI  6 1 6 9 3  6 2. 0  ±  0. 6  3 1. 2  ±  7. 7  7 2. 4  ±  1. 3  3 7. 3  ±  2. 6  1 2. 2  ±  1. 4  4 0. 1  ±  0. 6  3 0 4  ±  3 0  1 4. 2  ±  0. 1  0. 3 3  ±  0. 0 1  
p - V al u e 0. 1 4  0. 0 7  0. 2 9  0. 3 2  0. 3 6  0. 6 7  0. 3 7  0. 6 2  0. 4 6  

2 0 2 1  
B e r k ut  6 3. 0  ±  0. 6  7. 2  ±  0. 2  6 3. 7  ±  1. 2  5 0. 6  ±  2. 8  1 6. 8  ±  1. 0  3 4. 9  ±  0. 5  4 8 2  ±  3 6  1 5. 0  ±  0. 4  0. 3 3  ±  0. 0  
PI  6 1 6 9 3  5 9. 3  ±  0. 3  1 6. 3  ±  0. 9  6 5. 3  ±  4. 5  6 1. 9  ±  0. 8  2 0. 5  ±  1. 0  3 5. 9  ±  0. 4  5 7 2  ±  3 5  1 5. 1  ±  0. 3  0. 3 3  ±  0. 0 1  
p - v al u e 0. 0 1  0. 0 0 1  0. 7 4  0. 0 6  0. 1 2  0. 2 8  0. 2 1  0. 8 4  0. 8 9  

C o m bi n e d  
B e r k ut  6 4. 5  ±  1. 5  6. 0  ±  0. 8  6 8. 2  ±  2. 9  5 8. 9  ±  1 0. 5  1 9. 0  ±  3. 3  3 7. 1  ±  1. 4  5 1 3  ±  8 8  1 4. 2  ±  0. 7  0. 3 2  ±  0. 0 1  
PI  6 1 6 9 3  6 0. 7  ±  0. 7  2 3. 7  ±  4. 8  6 8. 2  ±  3. 0  4 9. 6  ±  7. 1  1 6. 3  ±  2. 5  3 8. 0  ±  1. 3  4 3 8  ±  8 0  1 4. 6  ±  0. 3  0. 3 3  ±  0. 0 1  
p - V al u e 0. 0 2  0. 0 1  1. 0  0. 4 9  0. 5 5  0. 6 7  0. 5 5  0. 6 0  0. 5 7  

a  V al u e s  r e p r e s e nt  a v e r a g e  ±  S E  wit h  n  =  2  f o r e a c h  g e n ot y p e  e x c e pt  d a y s  t o a nt h e si s  a n d  l e af st a r c h  w h e r e  n  =  3.  
L e af  st a r c h  w a s  m e a s u r e d  i n f a g  l e a v e s c oll e ct e d  mi d- aft e r n o o n  at  1 4  D A F.  G r o wt h  p a r a m et e r s  s u c h  a s  bi o m a s s  
a n d  s e e d  w ei g ht  a r e  r e p o rt e d  o n  a n  i n di vi d u al pl a nt  b a si s.  I S W r e p r e s e nt s  i n di vi d u al s e e d  w ei g ht.  P r ot ei n  i s 
b a s e d  o n  1 2 %  m oi st u r e.  p - V al u e s a r e  f r o m 2-t ail e d  t-t e st s wit h  e q u al  v a ri a n c e.  

2. 4.  Pl a nt  Pr o d u cti vit y  Is Ne g ati vel y  C orrel ate d  t o Le af  St arc h  at  Gr ai n  Fill  i n t he Ber k ut  ×  PI  
6 1 6 9 3  RI L  P o p ul ati o n  

RI L  p a r e nt s  B e r k ut  a n d  PI  6 1 6 9 3  f el d  d at a  a r e  s u m m a ri z e d  i n T a bl e  2 . L a n d r a c e  PI  

6 1 6 9 3  h a d  v e r y  hi g h  l e v el s of  l e af st a r c h  y et  f o w e r e d  ~ 4  d a y s  e a rli e r  t h a n B e r k ut.  I n t h e 

B e r k ut  ×  PI  6 1 6 9 3- d e ri v e d  RI L  p o p ul ati o n,  d a y s  t o a nt h e si s  r a n g e d  f r o m 6 1. 0 – 6 6. 0  d a y s  i n 

2 0 2 0  a n d  5 8. 0 – 6 7. 3  d a y s  i n 2 0 2 2  ( T a bl e 1 ). C o m bi n e d  d at a  f o r i n di vi d u al RI L s  a r e  p r e s e nt e d  

i n T a bl e  S 2.  D u e  t o t h e st r o n g  c o r r el ati o n s  o b s e r v e d  f o r yi el d  t r ait s b et w e e n  t h e 2 0 2 0  a n d  

2 0 2 1  g r o wi n g  s e a s o n s  ( T a bl e 1 ), d at a  w a s  c o m bi n e d  a n d  c o r r el ati o n  a n al y si s  w a s  u s e d  

t o e x a mi n e  t h e r el ati o n s hi p  b et w e e n  g r o wt h  p a r a m et e r s.  I n t hi s N A M  p o p ul ati o n,  f a g  

l e af st a r c h  at  g r ai n  fll  w a s  n e g ati v el y  c o r r el at e d  t o e v e r y  pl a nt  g r o wt h  a n d  yi el d  t r ait 

m e a s u r e d  e x c e pt  f o r s e e d  p r ot ei n,  w hi c h  h a d  a  si g ni f c a nt  p o siti v e  c o r r el ati o n  ( T a bl e 3 ). T h e  

n e g ati v e  c o r r el ati o n s  b et w e e n  l e af st a r c h  at  g r ai n  fll  wit h  s e e d  n u m b e r  p e r  pl a nt  a n d  wit h  

bi o m a s s  w e r e  e s p e ci all y  st r o n g  wit h  c o r r el ati o n  c o ef f ci e nt s  of  − 0. 3 8  a n d  − 0. 3 9  r e s p e cti v el y  

(p - v al u e s ≤  0. 0 0 1).  

Ta bl e  3.  C o r r el ati o n  c o ef f ci e nt s  f o r pl a nt  g r o wt h  a n d  yi el d  f o r a  B e r k ut  ×  PI  6 1 6 9 3  RI L  p o p ul ati o n  

g r o w n  u n d e r  i r ri g at e d f el d  c o n diti o n s  c o m bi n e d  o v e r  t h e 2 0 2 0  a n d  2 0 2 1  f el d  s e a s o n s  a . 

D a y s  t o 
A nt h e si s  

L e af  St ar c h  H ei g ht  Bi o m a s s  S e e d  Wt  
I n di vi d u al  

S e e d  W ei g ht  
S e e d  N o  

S e e d  
Pr ot ei n  

H ar v e st  
I n d e x  

D a y s  t o 
--

A nt h e si s  
L e af  St a r c h  − 0. 2 5  * --
H ei g ht  0. 3 8  ***  − 0. 1 3  --
Bi o m a s s  0. 6 0  ***  − 0. 3 9  ***  0. 6 5  ***  --
S e e d  Wt  0. 5 7  ***  − 0. 4 0  ***  0. 5 8  ***  0. 9 9  ***  --
I n di vi d u al 
S e e d  0. 1 0  - 0. 0 1 0. 4 5  ***  0. 1 9  0. 1 3  --
Wei g ht  
S e e d  N o  0. 5 1  ***  − 0. 3 8  ***  0. 4 1  ***  0. 9 0  ***  0. 9 4  ***  - 0. 1 9 --
S e e d  
P r ot ei n  

− 0. 1 1  0. 2 4  * 0. 0 2  − 0. 2 7  ** − 0. 3 5  ** 0. 2 3  * − 0. 4 1  ***  --

H a r v e st  
I n d e x 

− 0. 0 1  − 0. 2 4  * − 0. 1 9  0. 2 1  0. 3 3  **  − 0. 1 6  0. 3 9  ***  − 0. 5 1  ***  --

a  Pl a nt s  w e r e  g r o w n  u n d e r  s p a c e  pl a nt  d e n sit y  a n d  e a c h  g e n ot y p e  w a s  r e pli c at e d  wit hi n  a  c o m pl et e  r a n d o mi z e d  
bl o c k  d e si g n.  *, **, ***  i n di c at e 2-t ail e d  p r o b a bilit y  at  p - v al u e s ≤  0. 0 5,  0. 0 1,  0. 0 0 1,  r e s p e cti v el y.  
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2. 5.  Q T L  A n al ysis  I de nti fes B o b W hite _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  M ar ker  Ass o ci ate d  wit h  Vari ati o n  f or Le af  
St arc h  a n d  Pl a nt  Pr o d u cti vit y  

Q T L  a n al y si s  i d e nti f e d t h r e e Q T L s  of  i nt e r e st f o r pl a nt  p r o d u cti vit y  t r ait s ( T a bl e 4 ). 

I n 2 0 2 0,  t h e m a r k e r s  B S 0 0 1 1 0 3 5 0 _ 5 1  a n d  R A C 8 7 5 _ c 8 8 4 2 _ 7 2 4  w e r e  a s s o ci at e d  wit h  g r ai n  

n u m b e r  a n d  g r ai n  p r ot ei n,  r e s p e cti v el y.  T h e  m a r k e r  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  w a s  a s s o ci at e d  

wit h  d a y s  t o a nt h e si s,  l e af st a r c h,  pl a nt  bi o m a s s,  l e af l e n gt h, g r ai n  n u m b e r,  a n d  s e e d  w ei g ht  

p e r  pl a nt  d u ri n g  t h e 2 0 2 0  f el d  s e a s o n.  A n al y si s  of  t h e 2 0 2 1  f el d  d at a  di d  n ot  r e v e al  a n y  

a s s o ci ati o n s;  h o w e v e r,  w h e n  2 0 2 0  a n d  2 0 2 1  d at a  w e r e  c o m bi n e d,  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  

w a s  a g ai n  a s s o ci at e d  wit h  bi o m a s s,  g r ai n  n u m b e r,  a n d  s e e d  w ei g ht  p e r  pl a nt  i n t hi s 

p o p ul ati o n.  T hi s  m a r k e r  w a s  a s s o ci at e d  wit h  a  2 0 – 3 4 %  v a ri ati o n  f o r t h e s e t r ait s ( T a bl e 4 ). 

T h e  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  S N P  i s l o c at e d at  p o siti o n  C h r 7 D:  6 8, 4 1 7, 4 6 6  of  I W G S C R ef S e q  

v. 1,  w hi c h  i s wit hi n  t h e c o di n g  r e gi o n  of  Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0 , a  w ell- c o n s e r v e d  Fl o weri n g  

L o c us  T 1  (F T- D 1 ) g e n e.  

Ta bl e  4.  Q u a ntit ati v e  t r ait l o ci ( Q T L) i d e nti f e d f o r pl a nt  p r o d u cti vit y  a n d  l e af st a r c h  at  g r ai n  fll  i n a  

B e r k ut  ×  PI  6 1 6 9 3  RI L  p o p ul ati o n.  

Tr ait  P e a k  M ar k er  C hr  Q T L  P o siti o n  ( c M) L O D  S o ur c e  Eff e ct  P er c e nt  Eff e ct  

2 0 2 0  
D a y s  t o A nt h e si s  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  7 D  7 6  4. 6  PI  6 1 6 9 3  E a rli e r  2 6. 6  
L e af  St a r c h  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  7 D  7 7  3. 9  PI  6 1 6 9 3  I n c r e a s e 2 2. 9  
Bi o m a s s  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  7 D  7 6  6. 3  PI  6 1 6 9 3  D e c r e a s e  3 4. 2  
S e e d  N o  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  7 D  7 9  6  PI  6 1 6 9 3  D e c r e a s e  2 0. 6  
S e e d  N o  B S 0 0 1 1 0 3 5 0 _ 5 1  3 A  1 1 1  3. 8  PI  6 1 6 9 3  D e c r e a s e  9. 9  
S e e d  Wei g ht  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  7 D  7 6  5. 7  PI  6 1 6 9 3  D e c r e a s e  3 1. 5  
P r ot ei n  R A C 8 7 5 _ c 8 8 4 2 _ 7 2 4  7 D  3 7  4. 2  PI  6 1 6 9 3  I n c r e a s e 2 4. 3  

2 0 2 1  
N o n e  d et e ct e d  

C o m bi n e d  
Bi o m a s s  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  7 D  7 6  4. 6  PI  6 1 6 9 3  D e c r e a s e  2 6. 4  
S e e d  N o  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  7 D  7 7  4. 8  PI  6 1 6 9 3  D e c r e a s e  2 7. 3  
S e e d  Wei g ht  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  7 D  7 6  4. 3  PI  6 1 6 9 3  D e c r e a s e  2 5. 2  
P r ot ei n  R A C 8 7 5 _ c 8 8 4 2 _ 7 2 4  7 D  3 7  3. 8  PI  6 1 6 9 3  I n c r e a s e 2 2. 4  

2. 6.  Tr a ns cri pt  A n al ysis  of  C a n di d ate  Ge nes  Re ve als  F T- D 1  Is D o w nre g ul ate d  i n Ber k ut  

T o  i d e ntif y c a n di d at e  g e n e s  f or l e af st ar c h  l e v el s a s s o ci at e d  wit h  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  

o n  c hr o m o s o m e  7 D,  t h e I W G S C R ef S e q  m a p  v. 1  w a s  u s e d  t o c o m p o s e  a  li st of  g e n e s  l o c at e d 

u p str e a m  a n d  d o w n str e a m  of  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1.  C h e n  et  al.  ( 2 0 2 2) i d e ntifi e d 3 5  g e n e s  

fl a n ki n g Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0  (F T- D 1 ), i n w hi c h  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  i s l o c at e d. T h e s e  g e n e s  

s p a n  a  r e gi o n  c o v eri n g  7 D:  6 6, 3 7 3, 9 1 9 – 6 9, 2 6 6, 8 2 1  [3 5 ]. We  e x p a n d e d  u p o n  t h e s e fi n di n g s 

b y  4 ×  t o i d e ntif y 1 6 5  g e n e s  l o c at e d wit hi n  7 D:  6 2, 1 0 6, 3 1 2 – 7 3, 7 4 3, 1 9 4  ( T a bl e S 3).  T o  f urt h er 

e v al u at e  t h e li k eli h o o d of  t h e s e c a n di d at e  g e n e s  a s  c a u s al  f or st ar c h  diff er e n c e s,  w e  c arri e d  

o ut  tr a n s cri pt e x pr e s si o n  a n al y si s  o n  t h e RI L  p ar e nt  m at eri al.  E x pr e s si o n  v al u e s  a s  w ell  a s  

pr ot ei n  n a m e  a n d  p ut ati v e  f u n cti o n c a n  b e  f o u n d i n T a bl e  S 3.  Of  t h e 1 6 5  c a n di d at e  g e n e s,  

2 0  h a d  e x pr e s si o n  l e v el s ≥  5. 0  ( T a bl e 5 ). Of  t h e s e, t hr e e g e n e s  st o o d  o ut  a s  i nt er e sti n g b a s e d  

o n  e x pr e s si o n  l e v el s a n d / or  p ut ati v e  g e n e  f u n cti o n. T h e  fir st i s Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 0 3 5 0 0 , a  2 F e- 2 S  

f err e d o xi n-t y p e d o m ai n- c o nt ai ni n g  pr ot ei n  t h at i s i n v ol v e d i n t h e p h ot o s y nt h e si s  el e ctr o n  

tr a n s p ort c h ai n.  H o w e v er,  t h er e w a s  n o  diff er e n c e  i n e x pr e s si o n  b et w e e n  B er k ut  ( 2 6 2. 4 3) 

a n d  PI  6 1 6 9 3  ( 2 4 8. 6 3). T h e  s e c o n d  i s F T- D 1 , Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0 . B er k ut,  w hi c h  c arri e s  t h e 

fr a m e s hift m ut ati o n,  h a d  m u c h  l o w er l e v el s of  e x pr e s si o n  c o m p ar e d  t o PI  6 1 6 9 3  at  5 0. 5 8  v s.  

2 1 9. 6 6.  T h e  t hir d g e n e  of  i nt er e st i s St arc h  s y nt h ase  w SsI- 1,  Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 7 8 0 0 . F or  t hi s 

g e n ot y p e,  B er k ut  h a d  a  1. 5 ×  i n cr e a s e i n e x pr e s si o n  c o m p ar e d  t o PI  6 1 6 9 3  ( 4 2. 8 2 v s.  2 8. 3 7).  
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Ta bl e  5.  E x p r e s si o n  of  c a n di d at e  g e n e s  i n 1 4  D A F  f a g  l e a v e s l o c at e d wit hi n  7 D:  6 2, 1 0 6, 3 1 2 – 7 3, 7 4 5, 6 4 1  

of  I W S G C r ef s e q v 1. 0  a . 

G e n e  Pr ot ei n  N a m e  ( U ni pr ot) B er k ut  PI  6 1 6 9 3  

Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 3 3 0 0  B  b o x-t y p e  d o m ai n- c o nt ai ni n g  p r ot ei n  2 2. 9 9  1 8. 1 8  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 3 5 0 0  2 F e- 2 S  f err e d o xi n-t y p e  d o m ai n- c o nt ai ni n g  pr ot ei n  2 6 2. 4 3  2 4 8. 6 3  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 3 8 0 0  Tr a n s c ri pti o n  el o n g ati o n  f a ct o r 1  h o m ol o g  1 8. 1 1  6 4. 3 1  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 4 4 0 0  B a ct e ri al  s u rf a c e  a nti g e n  ( D 1 5) d o m ai n- c o nt ai ni n g  p r ot ei n  1 7. 7 7  1 3. 5 9  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 5 5 0 0  P r ot e a s o m e  s u b u nit  b et a  5 3. 6 8  5 9. 1 8  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 5 7 0 0  D U F 6 7 6  d o m ai n- c o nt ai ni n g  p r ot ei n  9. 3 5  1 2. 5 7  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 5 9 0 0  T hi ol  m et h ylt r a n sf e r a s e  2  1 5. 9 2  2 5. 6 3  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 6 4 0 0  Mit o g e n- a cti v at e d  p r ot ei n  ki n a s e  1 3. 9 5  1 1. 4 8  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 6 5 0 0  U n c h a r a ct e ri z e d  p r ot ei n  5. 5 9  8. 9 8  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 7 5 0 0  RI N G-t y p e  d o m ai n- c o nt ai ni n g  p r ot ei n  9. 2 7  1 5. 5 3  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 7 6 0 0  U n c h a r a ct e ri z e d  p r ot ei n  2 2. 6 5  3 7. 8 2  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 0 8 2 0 0  A A A +  A T P a s e  d o m ai n- c o nt ai ni n g  p r ot ei n  8. 1 8  6. 7 0  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 1 1 3 0 0  S u c ci n at e  d e h y d r o g e n a s e  a s s e m bl y  f a ct o r 4,  mit o c h o n d ri al  1 1. 4 4  1 8. 0 7  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 1 1 5 0 0  P h yt o c h r o m o bili n:f e r r e d o xi n  o xi d o r e d u ct a s e,  c hl o r o pl a sti c  4. 4 2  1 1. 0 4  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0  P ut ati v e  ki n a s e  i n hi bit or W F T,  Fl o w eri n g  l o c u s T  pr ot ei n  5 0. 5 8  2 1 9. 6 6  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 1 1 8 0 0  G D S L  e st e r a s e /li p a s e  2 6. 4 8  8 2. 8 2  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 1 3 2 0 0  PI N  d o m ai n- c o nt ai ni n g  p r ot ei n  9. 3 8  1 0. 9 3  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 1 5 4 0 0  Hi st o n e  H 3. 2  6. 0 2  5. 9 2  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 1 7 8 0 0  St ar c h  s y nt h a s e  w S sI- 1,  c hl or o pl a sti c/ a m yl o pl a sti c  4 2. 8 2  2 8. 3 7  
Tr a e s C S 7 D 0 2 G 1 1 8 1 0 0  U B A  d o m ai n- c o nt ai ni n g  p r ot ei n  9. 8 7  1 3. 8 8  

a  1 6 5  c a n di d at e  g e n e s  w e r e  i d e nti f e d wit hi n  7 D:  6 2, 1 0 6, 3 1 2 – 7 3, 7 4 3, 1 9 4.  C a n di d at e  g e n e s  w e r e  o nl y  i n cl u d e d 
wit hi n  t hi s t a bl e if t h e y h a d  e x p r e s si o n  v al u e s  ≥  5. 0.  Ti s s u e  w a s  c oll e ct e d  i n t h e 2 0 1 9  O ri gi n al  St a r c h  S u r v e y  Fi el d  
Tri al.  S a m pl e s  c o n si st  of  c o m p o sit e s  of  t h r e e bi ol o gi c al  r e p s,  w h e r e  e a c h  bi ol o gi c al  r e p  w a s  t h e b ul k  of  t h r e e f a g  
l e a v e s c oll e ct e d  f r o m i n di vi d u al pl a nt s.  T h e r ef o r e,  v al u e s  a r e  f r o m si n gl e  s a m pl e s,  b ut  r e p r e s e nt  a  c o m p o sit e  of  
ni n e  pl a nt s  f o r e a c h  g e n ot y p e.  T h e  p ut ati v e  p r ot ei n  f u n cti o n m a y  b e  f o u n d i n T a bl e  S 3.  

2. 7.  Se q ue n ce  Differe n ces  i n F T- D 1  ( Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0) i n Ber k ut  vs.  PI  6 1 6 9 3  RI L  P are nts  

I n o r d e r  t o e x a mi n e  Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0  a s  a  c a n di d at e  g e n e,  D N A  f r o m RI L  p a r e nt s  

w a s  s e q u e n c e d  wit h  D- g e n o m e- s p e ci f c  Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0  p ri m e r s.  A  si n gl e  b a s e  p ai r  

d el eti o n  ( G) w a s  i d e nti f e d i n B e r k ut  8 4 0  b a s e  p ai r s  d o w n st r e a m  of  t h e t r a n sl ati o n st a rt  

c o d o n.  T hi s  i n s e rti o n i s d e s c ri b e d  b y  [3 5 ] a n d  t e r m e d F T- D 1 ∆ G . T h e  si n gl e  b a s e  p ai r  

m ut ati o n  i s l o c at e d at  I W G S C R ef S e q  v. 1  C h r 7 D:  6 8, 4 1 7, 1 2 2.  T hi s  i n d el s e g r e g at e d  wit h  

st a r c h  a n d  pl a nt  p r o d u cti vit y  wit hi n  t hi s p o p ul ati o n  ( T a bl e S 2).  F u rt h e r m o r e,  i n a d diti o n  

t o f o w e ri n g  l at e r a n d  l o w e r l e af st a r c h,  RI L s  wit h  t h e F T- D 1 ∆ G  all el e  h a d  si g ni f c a ntl y  

hi g h e r  bi o m a s s,  s e e d  n u m b e r,  a n d  s e e d  w ei g ht  p e r  pl a nt  c o m p a r e d  t o t h o s e c a r r yi n g  t h e 

f ull-l e n gt h all el e  ( T a bl e S 2).  

2. 8.  Free  S u g ar  Le vels  i n Fl a g  Le a ves  Were  C o nsiste nt  wit h  t he Prese n ce  of  F T- D 1 ∆ G  i n L o w  
St arc h  Li nes  a n d  t he F ull  Le n gt h  Allele  i n Hi g h  St arc h  Li nes  

RI L S  wit h  t h e hi g h e st  a n d  l o w e st l e af st ar c h  p h e n ot y p e s  w er e  i d e ntifi e d b a s e d  o n  c o m bi n e d  

2 0 2 0  a n d  2 0 2 1  st ar c h  d at a  ( n =  1 5  f or e a c h  gr o u p).  Fr o m  t hi s s et,  f o ur r e pr e s e nt ati v e  li n e s w er e  

s el e ct e d  s u c h  t h at h ei g ht  w a s  h el d  c o n st a nt  a cr o s s  st ar c h  p h e n ot y p e.  K A S P  a s s a y  r e s ult s  

c o nfir m e d  t h e pr e s e n c e  of  t h e si n gl e  b a s e  p air  d el eti o n  F T- D 1  all el e  i n t h e l o w st ar c h  p h e n ot y p e s  

a n d  t h e a b s e n c e  of  t h e d el eti o n  i n t h e hi g h  st ar c h  p h e n ot y p e s.  S u cr o s e,  gl u c o s e,  a n d  fr u ct o s e all  

tr e n d e d i n t h e dir e cti o n  of  t h e p ar e nt  all el e  f or b ot h  hi g h  a n d  l o w st ar c h  p h e n ot y p e s.  L o w  st ar c h  

li n e s (F T- D 1 ∆ G ) h a d  si g nifi c a ntl y  hi g h er  l e v el s of  s u cr o s e,  w h er e a s  hi g h  st ar c h  li n e s (f ull-l e n gt h 

all el e)  h a d  si g nifi c a ntl y  hi g h er  l e v el s of  gl u c o s e  a n d  fr u ct o s e ( Fi g ur e 3 ). 
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Fi g ur e  3.  Fl a g  l e af s u g a r s  w e r e  m e a s u r e d  at  1 4  D A F  i n RI L s  s e g r e g ati n g  f o r l o w l e af st a r c h  a n d  

t h e F T- D 1 ∆ G  all el e  v e r s u s  RI L s  wit h  hi g h  l e af st a r c h  a n d  t h e f ull-l e n gt h F T- D 1  all el e  ( n =  4).  RI L  

p a r e nt  B e r k ut  c a r ri e s  F T- D 1 ∆ G , w h e r e a s  PI  6 1 6 9 3  c a r ri e s  t h e f ull-l e n gt h all el e.  M et a b olit e  d at a  w e r e  

o bt ai n e d  vi a  G C- M S / M S  a n al y si s  a n d  v al u e s  r e p r e s e nt  r el ati v e  p e a k  h ei g ht s.  * r e p r e s e nt  si g ni f c a n c e  

at  p - v al u e s ≤  0. 0 5,  b et w e e n  F T- D 1 ∆ G  a n d  F T- D 1  g e n ot y p e s  f o r e a c h  s u g a r  u si n g  t w o-t ail e d, e q u al  

v a ri a n c e  t-t e st s. 

3.  Di s c u s si o n  

Tr a n sit o r y  l e af st a r c h  i s a n  i m p o rt a nt e n e r g y  s o u r c e  f o r pl a nt  g r o wt h  a n d  d e v el -

o p m e nt  [4 ]. L a c k  of  l e af st a r c h  i s d et ri m e nt al  t o c e r e al  g r o wt h  a n d  yi el d  [1 8 ], w h e r e a s  

u p r e g ul at e d  l e af st a r c h  m et a b oli s m  h a s  l e d t o e n h a n c e d  pl a nt  g r o wt h  a n d  yi el d  i n t r a n s-

g e ni c  c e r e al  p o p ul ati o n s  [2 0 – 2 2 ]. R e s ult s  f r o m t h e s e st u di e s  i n di c at e t h at c e r e al  yi el d  m a y  

b e  e n h a n c e d  vi a  t h e d e v el o p m e nt  of  s el e cti v e  b r e e di n g  m et h o d s  f o r s p e ci f c  l e af st a r c h  l e v-

el s.  T o  m o v e  t o w a r d t h at g o al,  t hi s st u d y  e x a mi n e d  st a r c h  l e v el s f r o m a n  a r r a y  of  m o d e r n  

w h e at  c ulti v a r s  a n d  l a n d r a c e s t o i d e ntif y n at u r al  s o u r c e s  of  f a g  l e af st a r c h  v a ri ati o n.  

I n t hi s st u d y,  2 1  m o d e r n  c ulti v a r s  a n d  2 9  l a n d r a c e s w e r e  s u r v e y e d  f o r f a g  l e af st a r c h  

l e v el s at  1 4  D A F.  T hi s  st a g e  w a s  s el e ct e d  si n c e  t r a n s g e ni c ri c e  pl a nt s  o v e r e x p r e s si n g  l e af 

st a r c h  bi o s y nt h e si s  h a d  t h e g r e at e st  diff e r e n c e  i n l e af st a r c h  c o m p a r e d  t o W T  si st e r  li n e s 

at  t hi s st a g e  of  d e v el o p m e nt  [2 2 ]. T hi s  i s al s o  a  c riti c al  st a g e  w h e r e  e n e r g y  i n s o u r c e  

ti s s u e i s a cti v el y  m o bili z e d  t o si n k  o r g a n s.  Of  t h e m o d e r n  c ulti v a r s  s u r v e y e d,  ‘ R e s c u e’ 

h a d  t h e hi g h e st  l e v el of  f a g  l e af st a r c h  ( 5. 9 9 ±  0. 8 2  µ g  m g − 1  D W),  w hi c h  w a s  2. 3 ×  t h at 

of  t h e a v e r a g e  f o r m o d e r n  c ulti v a r s  ( 2. 6 0 ±  0. 2 7  µ g  m g − 1  D W)  ( T a bl e S 1).  I nt e r e sti n gl y, 

S a wt a n a,  F o rt u n a,  a n d  N e w a n a  al s o  h a d  hi g h e r  t h a n a v e r a g e  l e v el s of  l e af st a r c h  ( T a bl e 

S 1);  t h e s e c ulti v a r s  i n cl u d e R e s c u e  i n t h ei r p e di g r e e s,  i n di c ati n g t h at t h e r e m a y  b e  a  g e n eti c  

c o m p o n e nt  t o l e af st a r c h  p h e n ot y p e  i n t h e s e v a ri eti e s.  

I n o r d e r  t o d et e r mi n e  w h et h e r  t h e hi g h  st a r c h  p h e n ot y p e  o b s e r v e d  i n PI  6 1 6 9 3  w a s  

d u e  t o i n ef f ci e nt st a r c h  b r e a k d o w n  d u ri n g  t h e d a r k  p e ri o d,  l e a v e s w e r e  c oll e ct e d  at  t h e e n d  

of  t h e d a r k  p e ri o d  a n d  c o m p a r e d  t o l e a v e s c oll e ct e d  d u ri n g  t h e l at e aft e r n o o n,  w h e n  st a r c h  

l e v el s s h o ul d  b e  hi g h  ( Fi g u r e 1 ). It i s w ell  d o c u m e nt e d  t h at t h e i n a bilit y t o b r e a k  d o w n  l e af 

st a r c h,  a s  s e e n  i n Ar a bi d o psis  st arc h  e x cess  1  (se x 1 ) m ut a nt s,  r e s ult s  i n st u nt e d,  l o w- yi el di n g 

pl a nt s  [3 6 ,3 7 ]. F u rt h e r m o r e,  m ut ati o n s  t h at l e a d t o l e af st a r c h  a c c u m ul ati o n  r e s ulti n g  f r o m 

l a c k of  c a r b o h y d r at e  e x p o rt  h a v e  al s o  b e e n  s h o w n  t o b e  d et ri m e nt al  t o pl a nt  g r o wt h  a n d  

yi el d  i n m ai z e  [3 8 – 4 0 ]. H e r e,  it w a s  d et e r mi n e d  t h at el e v at e d  l e af st a r c h  l e v el s w e r e  n ot  

d u e  t o t h e i n a bilit y t o b r e a k  d o w n  st a r c h  at  ni g ht.  St a r c h  l e v el s w e r e  n e a rl y  d e pl et e d  at  t h e 

e n d  of  t h e d a r k  p e ri o d  i n b ot h  RI L  p a r e nt s,  PI  6 1 6 9 3  a n d  B e r k ut  ( Fi g u r e 1 ). 

L e af  st a r c h  at  1 4  D A F  w a s  m e a s u r e d  a c r o s s  t w o f el d  s e a s o n s  i n t h e B e r k ut  ×  PI  6 1 6 9 3  

RI L  p o p ul ati o n  [3 3 ]. A s  e x p e ct e d,  PI  6 1 6 9 3  s e g r e g at e d  at  t h e hi g h  e n d  of  t h e di st ri b uti o n  
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c u r v e,  w hil e  t h e l o w st a r c h  p a r e nt,  B e r k ut,  w a s  l o c at e d n e a r  t h e b ott o m  of  all  d et e ct e d  

v al u e s  ( Fi g u r e 2 , T a bl e  3 ). R e s ult s  f r o m t r a n s g e ni c st u di e s  di s c u s s e d  a b o v e  i n di c at e t h at 

i m p r o v e d l e af st a r c h  bi o s y nt h e si s  i s b e n e f ci al  t o pl a nt  g r o wt h.  T h e r ef o r e,  at  t h e o n s et  

of  t hi s p r oj e ct,  t h e w o r ki n g  h y p ot h e si s  w a s  t h at i n c r e a s e d l e af st a r c h  bi o s y nt h e si s  w a s  

li k el y b e n e f ci al  t o pl a nt  g r o wt h.  H o w e v e r,  i n t hi s p o p ul ati o n,  t h e r e w a s  a  st r o n g  n e g ati v e  

c o r r el ati o n  b et w e e n  l e af st a r c h  a n d  al m o st  all  p r o d u cti vit y  t r ait s ( T a bl e 4 ). 

A  l a r g e a m o u nt  of  v a ri ati o n  i n pl a nt  h ei g ht  a n d  f o w e ri n g  d at e  w a s  o b s e r v e d  i n t hi s 

p o p ul ati o n  ( T a bl e 1 ), d e s pit e  s el e cti o n  p r e s s u r e  f o r r e d u c e d  h ei g ht  (R ht ) a n d  d a y  l e n gt h 

i n s e n siti vit y (P p d ) d u ri n g  RI L  d e v el o p m e nt  [3 3 ]. V a ri ati o n  f o r t h e s e t w o i m p o rt a nt t r ait s 

t r a n sl at e d t o hi g h  l e v el s of  si g ni f c a n c e  f o r c o r r el ati o n s  b et w e e n  all  pl a nt- g r o wt h- r el at e d  

t r ait s i n t hi s p o p ul ati o n  ( T a bl e 3 ). R e g a r dl e s s  of  t hi s v a ri ati o n,  Q T L  a n al y si s  i d e nti f e d t h e 

m a r k e r  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  t o b e  a s s o ci at e d  wit h  2 0 – 3 4 %  v a ri ati o n  f o r d a y s  t o a nt h e si s,  

l e af st a r c h,  pl a nt  bi o m a s s,  a n d  g r ai n  yi el d  ( T a bl e 4 ). Alt h o u g h  t hi s Q T L  w a s  n ot  i d e nti f e d 

d u ri n g  t h e 2 0 2 1  f el d  s e a s o n,  it w a s  i d e nti f e d i n 2 0 2 0  a n d  w h e n  t h e 2 0 2 0  a n d  2 0 2 1  g r o wi n g  

s e a s o n  d at a  w e r e  c o m bi n e d.  T hi s  li k el y r e f e ct s  t h e l o w n u m b e r  of  RI L s  i n t hi s p o p ul ati o n  

( n =  6 8)  a n d  diff e r e n c e s  b et w e e n  g r o wi n g  y e a r s.  W hil e  t h e 2 0 2 1  g r o wi n g  s e a s o n  r e c ei v e d  

a n  e xt r a  5  c m  of  p r e ci pit ati o n  c o m p a r e d  t o 2 0 2 0,  it w a s  al s o  5  ◦ C  w a r m e r  d u ri n g  J u n e a n d  

J ul y r el ati v e  t o 2 0 1 9  a n d  2 0 2 0  ( T a bl e 6 ). D u ri n g  b ot h  t h e 2 0 2 0  a n d  2 0 2 1  g r o wi n g  s e a s o n s,  

t h e r e w a s  a  st r o n g  n e g ati v e  c o r r el ati o n  (p - v al u e s ≤  0. 0 0 1)  b et w e e n  l e af st a r c h  at  g r ai n  fll  

a n d  pl a nt  p r o d u cti vit y  ( T a bl e 3 ). T h e  l o w e r st a r c h  v al u e s  o b s e r v e d  i n 2 0 2 1  m a y  r e f e ct  

a  d o w n r e g ul ati o n  of  st a r c h  b y  h e at  st r e s s  [2 6 ]. A s  t r a n sit o r y l e af st a r c h  i s a  p r o d u ct  of  

p h ot o s y nt h e si s,  e n vi r o n m e nt al  c o n diti o n s  s u c h  a s  t e m p e r at u r e, cl o u d  c o v e r,  a n d  h u mi dit y  

i n f u e n c e st o m at al  c o n d u ct a n c e  a n d  c o nt ri b ut e  t o diff e r e n c e s  b et w e e n  d at a  s et s  [4 1 ]. 

Ta bl e  6.  A v e r a g e  t e m p e r at u r e s (◦ C)  f o r t h e 2 0 1 9 – 2 0 2 1  g r o wi n g  s e a s o n s.  

M a y  J u n e  J ul y  A u g u st  

2 0 1 9  2 5. 4  2 1. 5  2 5. 9  2 7. 0  
2 0 2 0  1 7. 3  2 1. 2  2 6. 9  2 8. 5  
2 0 2 1  1 5. 6  2 6. 6  3 1. 2  2 6. 2  

A  li st of  c a n di d at e  g e n e s  l o c at e d u p st r e a m  a n d  d o w n st r e a m  of  B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  

w a s  c r e at e d  a n d  t r a n s c ri pt e x p r e s si o n  a n al y si s  w a s  p e rf o r m e d.  B a s e d  o n  p ut ati v e  p r ot ei n  

f u n cti o n, t h e i m m e di at e g e n e  of  i nt e r e st b e hi n d  l e af st a r c h  diff e r e n c e s  at  g r ai n  fll  i s 

t h e st a r c h  s y nt h a s e  g e n e  w SsI- 1  (Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 7 8 0 0 ). I nt e r e sti n gl y, B e r k ut  h a d  a  1. 5 ×  

i n c r e a s e i n e x p r e s si o n  o v e r  PI  6 1 6 9 3.  C o n si d e ri n g  t h at PI  6 1 6 9 3  h a d  m u c h  hi g h e r  l e v el s of  

l e af st a r c h,  t hi s c a m e  a s  a  s u r p ri s e.  F u rt h e r  e v al u ati o n  of  w SsI- 1  a n d  e x p e ri m e nt s  d e si g n e d  

t o s p e ci f c all y  a d d r e s s  t h e c a u s al  diff e r e n c e s  i n st a r c h  b et w e e n  RI L  p a r e nt s  will  b e  n e e d e d.  

B a s e d  o n  e x p r e s si o n  l e v el s, Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0 , e n c o di n g  a  f o w e ri n g  l o c u s T  p r ot ei n,  

i s t h e m o st  li k el y c a n di d at e  g e n e  f o r pl a nt  g r o wt h  diff e r e n c e s  wit hi n  t hi s p o p ul ati o n.  

T h e r e  w a s  a  4. 3 4 ×  i n c r e a s e i n e x p r e s si o n  of  t hi s g e n e  i n RI L  p a r e nt  PI  6 1 6 9 3  ( 2 1 9. 6 6) 

o v e r  B e r k ut  ( 5 0. 5 8) i n f a g  l e a v e s at  g r ai n  fll.  F u rt h e r m o r e,  t h e B o b W hit e _ c 5 9 7 0 _ 7 3 1  S N P  

m a r k e r  i s l o c at e d wit hi n  t h e c o di n g  r e gi o n  of  Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0 . Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0  i s 

o rt h ol o g o u s  t o t h e Ar a bi d o psis  t h ali a n a g e n e  F L O W E RI N G  L O C U S  T  (F T ) [4 2 ]. I n w h e at,  t hi s 

g e n e  i s k n o w n  a s  F T 1  a n d  s o m eti m e s  Vr n- 3 . F T 1  i s a  w ell- c o n s e r v e d  f o ri g e n  g e n e  a c r o s s  

f o w e ri n g  pl a nt s  t h at e n c o d e s  a  p h o s p h ati d yl et h a n ol a mi n e- bi n di n g  ( P E B P) t r a n s c ri pti o n 

f a ct o r i n v ol v e d i n b ot h  t h e p h ot o p e ri o d  r e s p o n s e  a n d  v e r n ali z ati o n  p at h w a y s  [4 3 ]. 

T o  e x a mi n e  t h e li k eli h o o d t h at diff e r e n c e s  i n t h e F T- D 1  s e q u e n c e  w e r e  r e s p o n si bl e  

f o r t h e p h e n ot y p e s  o b s e r v e d  i n t hi s RI L  p o p ul ati o n,  t h e F T- D 1  c o di n g  r e gi o n s  f r o m RI L  

p a r e nt s  PI  6 1 6 9 3  a n d  B e r k ut  w e r e  s e q u e n c e d.  A  si n gl e  b a s e  G  d el eti o n  i n t h e t hi r d e x o n  of  

t h e B e r k ut  all el e  w a s  i d e nti f e d. T h e s e  t w o h a pl ot y p e s  w e r e  f r st  d e s c ri b e d  i n [4 4 ] a n d  a r e  
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r e p o rt e d  a s  p a rti al  c d s  G e n B a n k  a c c e s si o n s  E F 4 2 8 1 1 3  a n d  E F 4 2 8 1 1 4  c all e d  F T D- h 1  a n d  F T D -

h 2 . Si n c e  t h e n, t h e e nti r e  F T- D 1  g e n e,  i n cl u di n g t h e u p st r e a m  a n d  d o w n st r e a m  s e q u e n c e s,  

w a s  p u bli s h e d  i n a  st u d y  b y  C h e n  et  al.  ( 2 0 2 2), i n w hi c h  t h e a ut h o r s  al s o  i d e nti f e d t h e s a m e  

d el eti o n  (t e r m e d F T- D 1 ∆ G ) a n d  d et e r mi n e d  t h at F T- D 1 ∆ G  w a s  r e s p o n si bl e  f o r d el a y e d  

f o w e ri n g  a n d  i n c r e a s e d s pi k el et  n u m b e r  i n a  RI L  p o p ul ati o n  [3 5 ]. C h e n  et  al.  ( 2 0 2 2) f u rt h e r 

v ali d at e d  t h ei r f n di n g s  wit h  C RI S P R / C a s 9  F T- D 1  k n o c k o ut  m ut a nt s  a n d  d e m o n st r at e d  

t h at m ut a nt  li n e s f o w e r e d  l at e r a n d  h a d  si g ni f c a ntl y  i n c r e a s e d s pi k el et  n u m b e r s.  I n 

t hi s B e r k ut / PI  6 1 6 9 3  p o p ul ati o n,  B e r k ut  ( c a r r yi n g F T- D 1 ∆ G ) f o w e r e d  ~  f o u r d a y s  l at e r 

t h a n PI  6 1 6 9 3  a n d  h a d  m u c h  l o w e r l e af st a r c h  at  g r ai n  fll  ( T a bl e 2 ). F u rt h e r m o r e,  RI L s  

h o m o z y g o u s  f o r t h e F T- D 1 ∆ G  all el e  h a d  si g ni f c a ntl y  l o w e r l e af st a r c h,  y et  si g ni f c a ntl y  

hi g h e r  bi o m a s s,  s e e d  n u m b e r,  a n d  s e e d  w ei g ht  p e r  pl a nt  ( T a bl e S 2).  T h e s e  f n di n g s  s u p p o rt  

t h o s e p u bli s h e d  b y  C h e n  et  al.  ( 2 0 2 2) [3 5 ]. M o r e  r e s e a r c h  i s n e e d e d  t o d et e r mi n e  w h et h e r  

l e af st a r c h  diff e r e n c e s  i n t hi s p o p ul ati o n  a r e  di r e ctl y  li n k e d t o F T- D 1 , a r e  f r o m a n ot h e r  g e n e  

s e g r e g ati n g  wit h  F T- D 1 , o r  a r e  f r o m a  d o w n st r e a m  p at h w a y  m e di at e d  b y  F T- D 1 . 

F T 1  i s i n v ol v e d i n m a n y  a s p e ct s  of  pl a nt  d e v el o p m e nt.  I n n o n- c e r e al  c r o p s,  F T 1  

h o m ol o g s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o p r o m ot e  b ul b  f o r m ati o n i n o ni o n s  [4 5 ] a n d  a r e  i n v ol v e d 

wit h  p o d  n u m b e r  a n d  s e e d s  p e r  pl a nt  i n s o y b e a n s  [4 6 ]. T h e  ri c e  h o m ol o g,  H E A DI N G  

D A T E  3 a  p r ot ei n  ( H D 3 a), i s t r a n s p o rt e d t o t h e s h o ot  a pi c al  m e ri st e m,  w h e r e  it f o r m s a n  

a cti v ati o n  c o m pl e x  t o p r o m ot e  t h e e x p r e s si o n  of  g e n e s  i n v ol v e d i n t h e t r a n siti o n f r o m 

v e g et ati v e  t o r e p r o d u cti v e  g r o wt h  [4 7 ]. F u rt h e r  r e s e a r c h  i n ri c e  d e m o n st r at e d  t h at H d 3 a  

p r ot ei n  a c c u m ul at e s  i n t h e a xill a r y  m e ri st e m  t o p r o m ot e  b r a n c hi n g  [4 8 ]. St u di e s  i n w h e at  

h a v e  s h o w n  t h at F T 1  i nt e r a ct s wit h  T B 1  t o i n f u e n c e till e r f o r m ati o n [4 9 ] a n d  t h e r e h a s  b e e n  

a  g r o wi n g  b o d y  of  e vi d e n c e  li n ki n g F T 1  wit h  w h e at  s pi k el et  f o r m ati o n [3 5 ,4 9 – 5 2 ]. 

Alt h o u g h  t h e u n d e rl yi n g  c a u s e  of  l e af st a r c h  diff e r e n c e s  i n t h e B e r k ut  ×  PI  6 1 6 9 3  RI L  

p o p ul ati o n  r e m ai n s  u n k n o w n,  t h e r e w a s  a  st r o n g  n e g ati v e  c o r r el ati o n  b et w e e n  l e af st a r c h  

at  g r ai n  fll  wit h  f o w e ri n g  d at e  a n d  m o st  pl a nt  p r o d u cti vit y  t r ait s ( T a bl e 3 ). T hi s  i n v e r s e 

r el ati o n s hi p  s u g g e st s  t h at o v e r all  c a r b o n  m et a b oli s m  m a y  b e  m o r e  ef f ci e nt  i n pl a nt s  wit h  

l o w e r l e v el s of  l e af st a r c h  i n t hi s p o p ul ati o n.  T o  e x a mi n e  t hi s h y p ot h e si s,  m et a b olit e s  

w e r e  e xt r a ct e d  f r o m f v e  RI L s  c a r r yi n g  t h e F T- D 1 ∆ G  all el e  a n d  f v e  c a r r yi n g  t h e f ull-l e n gt h 

F T- D 1 G  all el e.  I n t h e s e pl a nt s,  it w a s  f o u n d t h at l e v el s of  gl u c o s e  a n d  f r u ct o s e w e r e  l o w e r i n 

pl a nt s  c a r r yi n g  F T- D 1 ∆ G  c o m p a r e d  t o t h o s e wit h  t h e i nt a ct F T- D 1 G  all el e,  w h e r e a s  s u c r o s e  

l e v el s w e r e  hi g h e r  ( Fi g u r e 3 ). It i s p o s si bl e  t h at F T- D 1  v a ri ati o n  i s di r e ctl y  r e s p o n si bl e  f o r 

t h e c h a n g e s  i n c a r b o n  m et a b oli s m  o b s e r v e d  i n t hi s st u d y,  o r  f r o m a  li n k e d g e n e  s e g r e g ati n g  

wit h  F T- D 1 . Alt e r n ati v el y,  t h e s e diff e r e n c e s  i n si m pl e  s u g a r s  m a y  r e f e ct  l a r g e r diff e r e n c e s  

i n r at e s  of  s e n e s c e n c e  r e s ulti n g  f r o m F T- D 1  all el e  p r e s e n c e.  Alt h o u g h  r at e s  of  s e n e s c e n c e  

a n d  d a y s  t o m at u rit y  w e r e  n ot  m e a s u r e d  i n t hi s st u d y,  C h e n  et  al.  ( 2 0 2 2) r e p o rt e d  t h at t hi s 

si n gl e  b a s e  p ai r  d el eti o n  h a s  a n  e v e n  g r e at e r  eff e ct  o n  p r o m oti n g  p h y si ol o gi c al  m at u rit y  

t h a n t h e h e a di n g  d at e  i n a  wi nt e r  w h e at  p o p ul ati o n  g r o w n  i n C hi n a  [3 5 ]. W a n g  et  al.  

( 2 0 1 5) s h o w e d  t h at s u c r o s e  l e v el s p e a k  n e a r  1 0  D A F  a n d  d e cli n e d  s h a r pl y  t h r o u g h o ut t h e 

r e st  of  t h e g r ai n  fll  [5 3 ]. I n t hi s st u d y,  f a g  l e af s a m pl e s  w e r e  c oll e ct e d  at  1 4  D A F.  If t h e 

ti m e t o m at u rit y  i s alt e r e d  i n li n e s c a r r yi n g  t h e F T- D 1 ∆ G  all el e,  l e v el s of  f a g  l e af c a r b o n  

m et a b olit e s  m a y  r e f e ct  t h at diff e r e n c e.  

It i s p o s si bl e  t h at c h a n g e s  i n st a r c h  a n d  s u g a r  m et a b olit e s  r e f e ct  diff e r e n c e s  i n s u c r o s e  

m et a b oli s m  ti e d t o F T- D 1 . Si g ni f c a nt  c h a n g e s  i n s u c r o s e  l e v el s ( Fi g u r e 3 ) a r e  i nt e r e sti n g 

b e c a u s e  s u c r o s e  i s t h e m aj o r  l o n g- di st a n c e p h ot o s y nt h at e  t r a n s p o rt m ol e c ul e  [5 4 ]. F u r -

t h e r m o r e, s u c r o s e  a ct s  a s  a  si g n ali n g  m ol e c ul e  f o r f o w e ri n g  i n Ar a bi d o psis  t h ali a n a [5 5 ,5 6 ]. 

H o w e v e r,  i n t hi s st u d y,  i n c r e a s e d s u c r o s e  i s a s s o ci at e d  wit h  l at e r f o w e ri n g.  A n  alt e r n ati v e  

h y p ot h e si s  i s t h at t h e alt e r e d  c a r b o h y d r at e  l e v el s a r e  si m pl y  a n  i n di c at o r of  s u g a r  t r a n s p o rt 

c h a n g e s.  H o w e v e r,  a n y  s u g a r  t r a n s p o rt e r s i d e nti f e d wit hi n  t h e c a n di d at e  r e gi o n  h a d  v e r y  

l o w (≤ 5. 0)  l e v el s of  e x p r e s si o n  ( T a bl e S 3).  
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R e s e a r c h  c a r ri e d  o ut  i n p ot at o e s  (S ol a n u m  t u ber os u m) s u p p o rt s  t h e h y p ot h e si s  t h at 

s u c r o s e  t r a n s p o rt m a y  b e  di s r u pt e d  b y  F T 1  all eli c  v a ri ati o n.  I n p ot at o e s,  t h e F T-li k e  

p r ot ei n  St S P 6 A  i n d u c e s t u b e ri z ati o n, w hil e  a n ot h e r  F T-li k e  p r ot ei n  i n d u c e s f o w e ri n g  [5 7 ]. 

T u b e ri z ati o n  i s i n d u c e d b y  s u c r o s e  i n vit r o  [5 8 ,5 9 ]. A b el a n d a  et  al.  ( 2 0 1 9) i n v e sti g at e d t h e 

li n k b et w e e n  s u c r o s e  m et a b oli s m  a n d  St S P 6 A  e x p r e s si o n  a n d  f o u n d t h at s u c r o s e  t ri g g e r s 

St S P 6 A  t u b e r- s p e ci f c e x p r e s si o n  [6 0 ]. T h e y  d e m o n st r at e d  p r ot ei n – p r ot ei n  i nt e r a cti o n s 

b et w e e n  St S W E E T 1 1  a n d  St S P 6 A  at  t h e c yt o s oli c  f a c e of  t h e pl a s m a  m e m b r a n e.  T h e  

i m pli c ati o n of  t hi s i s t h at c a r b o n  all o c ati o n  t h r o u g h o ut t h e pl a nt  m a y  b e  alt e r e d  vi a  a  

si mil a r  i nt e r a cti o n. T h e r ef o r e,  F T- D 1  m a y  i nt e r a ct wit h  a  s u g a r  t r a n s p o rt e r i n f u e n ci n g f a g  

l e af s u g a r  e x p o rt,  w hi c h  c o ul d  aff e ct  f a g  l e af st a r c h  l e v el s. 

A  f n al  p o s si bl e  e x pl a n ati o n  f o r st a r c h  diff e r e n c e s  b et w e e n  o u r  RI L  p a r e nt s  i s t h at 

F T- D 1  i nt e r a ct s wit h  a  t r a n s c ri pti o n f a ct o r i n v ol v e d i n c a r b o n  m et a b oli s m  s u c h  a s  o n e  

b el o n gi n g  t o t h e W R K Y  f a mil y. W a n g  et  al.  ( 2 0 2 3) e x a mi n e d  t h e t r a n s c ri pt o m e of  wi nt e r  

w h e at  d u ri n g  v e r n ali z ati o n  a n d  f o u n d t h at m a n y  t r a n s c ri pti o n f a ct o r s w e r e  si g ni f c a ntl y  

i n c r e a s e d i n e x p r e s si o n  d u ri n g  v e r n ali z ati o n;  a m o n g  t h e s e w e r e  1 2 9  W R K Y  t r a n s c ri pt s [6 1 ]. 

A n  A r a bi d o p si s  st u d y  f o u n d t h at At W R K Y 7 5  i s a  p o siti v e  r e g ul at o r  of  f o w e ri n g  i niti ati o n 

a n d  bi n d s  t o t h e F T  p r o m ot e r  [6 2 ]. T h e r e  i s al s o  e vi d e n c e  t h at W R K Y  t r a n s c ri pti o n f a ct o r s 

r e g ul at e  l e af st a r c h  m et a b oli s m  [2 9 ,6 3 ]. 

It i s w ell  e st a bli s h e d  t h at F T 1  i nt e r a ct s wit h  e a rli n e s s  g e n e s  wit hi n  t h e p h ot o p e ri o d  

a n d  v e r n ali z ati o n  p at h w a y s.  E pi st ati c  i nt e r a cti o n s a r e  a  li k el y e x pl a n ati o n  f o r w h y  Q T L  

e n c o m p a s si n g  F T- D 1  a r e  n ot  al w a y s  pi c k e d  u p  o n  a s s o ci ati o n  m a p pi n g  p a n el s  e v e n  w h e n  

F T- D 1  p ol y m o r p hi s m  i s k n o w n  t o e xi st  wit hi n  a  p o p ul ati o n  [6 4 ,6 5 ]. I n a  w h e at  st u d y  

i n w hi c h  e pi st ati c  i nt e r a cti o n s f o r e a rl y  f o w e ri n g  l o ci w e r e  e x a mi n e d,  it w a s  f o u n d t h at 

vr n- A 1  >  V R N- B 1  >  vr n- D 3  ( a k a F T- 1 D )  > P P D- D 1  f o r i nt e n sit y of  eff e ct  [6 6 ]. A s  w a s  

o b s e r v e d  i n t hi s st u d y,  t h e G  ×  E  eff e ct  al s o  pl a y s  a n  i m p o rt a nt r ol e  i n w h et h e r  F T 1  Q T L  

will  b e  i d e nti f e d i n a n y  i n di vi d u al e n vi r o n m e nt  ( T a bl e s 4  a n d  6 ). I nt e r e sti n gl y, Ki s s  et  al.  

( 2 0 1 7) r e p o rt e d  t h at t h e e x p r e s si o n  of  Vr n- 3  (F T 1 ) i s r e p r e s s e d  wit h  i n c r e a s e d t h e r m al 

ti m e [6 7 ]. A s  n ot e d  a b o v e,  t h e 2 0 2 1  f el d  s e a s o n  w a s  a n  a v e r a g e  of  5  ◦ C  w a r m e r  f o r J u n e 

a n d  J ul y c o m p a r e d  t o 2 0 1 9  a n d  2 0 2 0.  T hi s  p r o vi d e s  a  r e a s o n a bl e  h y p ot h e si s  f o r w h y  n o  

Q T L  a s s o ci at e d  wit h  F T 1  w a s  f o u n d u si n g  t h e 2 0 2 1  f el d  s e a s o n  d at a.  

It w a s  ori gi n all y  h y p ot h e si z e d  t h at hi g h er  l e af st ar c h  w o ul d  c orr el at e  wit h  pl a nt  pr o -

d u cti vit y  i n w h e at.  T hi s  st u d y  d e m o n str at e d  t h e c o ntr ar y,  li k el y c o nf o u n d e d  b y  t h e l ar g e 

diff er e n c e  i n fl o w eri n g ti m e c a u s e d  b y  t h e F T- D 1 ∆ G  all el e  i n c o nj u n cti o n  wit h  t h e e x p er -

i m e nt al d e si g n.  St u di e s  o n  p h ot o p eri o d  g e n e s  d e m o n str at e d  t h at e arli er  fl o w eri n g ti m e s 

ar e  b e n efi ci al  t o yi el d  i n h ot  a n d  dr y  gr o wi n g  r e gi o n s,  w hil e  l at er fl o w eri n g i s f a v or a bl e 

u n d er  c o ol er  a n d  w ett er  c o n diti o n s  [6 8 ]. T hi s  i s s u p p ort e d  b y  Dr ei si g a c k er  et  al.  ( 2 0 2 1), w h o  

s h o w e d  w h e at  yi el d  u n d er  irri g ati o n w a s  hi g h e st  f or v ari eti e s  wit h  d el a y e d  fl o w eri n g [6 9 ]. 

D el a y e d  fl o w eri n g all o w s  f or i n cr e a s e d bi o m a s s  a c c u m ul ati o n  pri or  t o a nt h e si s  a n d  pr o -

m ot e s  t h e d e v el o p m e nt  of  a  l ar g er s e e d  h e a d.  S o  l o n g a s  t h e s e l ar g er pl a nt s  ar e  s u p p ort e d  

b y  c o nti n u o u s  w at er  d eli v er y  d uri n g  g ai n  fill, t h eir yi el d  i s i n cr e a s e d a p pr o pri at el y.  

I n h ott e r  a n d / o r  d ri e r  e n vi r o n m e nt s,  wit h  n o  a d diti o n al  i r ri g ati o n, e a rli e r  f o w e ri n g  i s 

b e n e f ci al  t o yi el d  b e c a u s e  a nt h e si s  o c c u r s  b ef o r e  hi g h  h e at  c a n  d e c r e a s e  p oll e n  g e r mi n ati o n  

a n d  w at e r  i s r et ai n e d  i n t h e s oil  f o r g r ai n  fll  [7 0 ,7 1 ]. All  f el d  e x p e ri m e nt s  i n t hi s st u d y  

w e r e  s u p p o rt e d  b y  i r ri g ati o n, t h u s yi el d  w a s  f a v o r e d b y  t h e c o n si d e r a bl y  l at e r ( 4 d a y s)  

f o w e ri n g  all el e.  H o w e v e r,  t h e hi g h  st a r c h  all el e  w a s  a s s o ci at e d  wit h  t h e e a rli e r  f o w e ri n g  

p h e n ot y p e.  T h e  a v e r a g e  ti m e f r o m e m e r g e n c e  t o a nt h e si s  f o r s p ri n g  w h e at  i s b et w e e n  

4 0  a n d  5 0  d a y s,  m a ki n g  t h e 4- d a y  diff e r e n c e  i n f o w e ri n g  ti m e o b s e r v e d  i n t hi s e x p e ri m e nt  

v e r y  si g ni f c a nt.  It c o ul d  b e  t h at t h e e xt r e m e  diff e r e n c e  i n f o w e ri n g  ti m e o v e r c a m e  a n y  

p ot e nti al  b e n e ft  t o yi el d  aff o r d e d  b y  hi g h e r  l e af st a r c h  d u ri n g  g r ai n  fll.  F u rt h e r  st u di e s  

will  b e  n e c e s s a r y  t o s e p a r at e  l e af st a r c h  f r o m f o w e ri n g  ti m e t o d et e r mi n e  t h e p ot e nti al  
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i m p a ct of  l e af st a r c h  wit h o ut  t hi s i nt e r a cti o n. T hi s  c a n  b e  a c hi e v e d  b y  i d e ntif yi n g ot h e r  

Q T L s  f o r l e af st a r c h  t h at a r e  n ot  al s o  a s s o ci at e d  wit h  f o w e ri n g  ti m e, a n d  b y  c a r r yi n g  o ut  

f u rt h e r f el d  t ri al s wit h  t hi s RI L  p o p ul ati o n  d e si g n e d  t o a d d r e s s  h e at  a n d / o r  d r o u g ht  st r e s s.  

T h e  i m p a ct of  F T- D 1 ∆ G  o n  f o w e ri n g  ti m e h a s  m aj o r  i m pli c ati o n s f o r cli m at e  c h a n g e.  

C o nt r ol  o v e r  t h e ti mi n g of  f o r al  d e v el o p m e nt  at  t h e g e n eti c  l e v el c a n  b e  e x pl oit e d  t o a d a pt  

w h e at  c ulti v a r s  t o t h e di r e cti o n  of  t e m p e r at u r e a n d  p r e ci pit ati o n  c h a n g e s  i n t h e t a r g et 

e n vi r o n m e nt.  H e r e,  w e  p r o p o s e d  a  g e n e r ali z e d  m o d el  f o r a d a pti n g  s p ri n g  w h e at  f o w e ri n g  

ti m e t o diff e r e nt  e n vi r o n m e nt al  r e gi o n s  f o r e n h a n c e d  yi el d  ( Fi g u r e 4 ). I n g r o wi n g  r e gi o n s  

t h at a r e  b e c o mi n g  w a r m e r,  wit h  a n  e xt e n d e d  f r o st-f r e e d a y  ti m eli n e, a  l o n g e r g r o wi n g  

s e a s o n  c a n  b e  b e n e f ci al  t o i r ri g at e d w h e at  w h e r e  f o w e ri n g  ti m e h a s  b e e n  p u s h e d  b a c k.  

C o n v e r s el y,  i n g r o wi n g  r e gi o n s  t h at a r e  s e ei n g  a  r e d u cti o n  i n r ai nf all  d u ri n g  g r ai n  fll,  a n d  

w h e r e  i r ri g ati o n i s n ot  p r a cti c al,  w h e at  yi el d s  b e n e ft  f r o m a n  e a rli e r  f o w e ri n g  ti m e. 

I n a d diti o n  t o t h e F T- D 1  p ol y m o r p hi s m  d e s c ri b e d  h e r e,  F T- A 1  a n d  F T- B 1  p ol y m o r -

p hi s m s  h a v e  b e e n  r e p o rt e d  [3 5 ,4 2 ,4 4 ,7 2 ]. I d e ntif yi n g all eli c  v a ri a nt s  of  F T 1  wit hi n  e a c h  

w h e at  g e n o m e- s p e ci f c  c o p y  a n d  ot h e r  e a rli n e s s  g e n e s  wit hi n  b r e e di n g  p o p ul ati o n s  will  

all o w  f o r p y r a mi di n g  f o r t a r g et f o w e ri n g  ti m e a n d  m at u rit y  t o t a r g et g r o wi n g  r e gi o n s.  

R e s e a r c h  utili zi n g  h et e r o g e n e o u s  i n b r e d f a mili e s ( HI F s) t h at v a r y  f o r o n e  o r  m o r e  F T- 1  all e -

l e s will  p r o vi d e  i n si g ht i nt o m et a b oli c  m e c h a ni s m s  a n d  t h e d e g r e e  t o w hi c h  F T- 1  i m p a ct s 

w h e at  pl a nt  g r o wt h  a n d  p r o d u cti vit y  i n diff e r e nt  g e n eti c  b a c k g r o u n d s.  

Fi g ur e  4.  M o d el  f o r Fl o w e ri n g  Ti m e  B r e e di n g  Eff o rt s  B a s e d  o n  E n vi r o n m e nt.  W a r m e r,  d r y e r  e n vi r o n -

m e nt s  ( d r yl a n d) s e e  i n c r e a s e d yi el d  wit h  e a rli e r  f o w e ri n g  ti m e w hil e  c o ol e r,  w ett e r  e n vi r o n m e nt s  

(i r ri g at e d) s e e  i n c r e a s e d yi el d  wit h  l at e r f o w e ri n g  ti m e. 

4.  M at eri al s  a n d  M et h o d s  

4. 1.  St arc h  S ur ve y  Pl a nt  M ateri al  

T w e nt y- o n e  s p ri n g  w h e at  c ulti v a r s  w e r e  r el e a s e d  b et w e e n  1 9 1 0  a n d  2 0 0 5  [7 3 ] a n d  

2 9  l a n d r a c e s [3 3 ] w e r e  f el d- g r o w n  i n 2 0 1 9  at  t h e A rt h u r  H.  P o st  F a r m  n e a r  B o z e m a n,  M T,  

a n d  s u r v e y e d  f o r n ati v e  l e v el s of  f a g  l e af a n d  s e e d  st a r c h  at  g r ai n  fll.  O ri gi n s  of  pl a nt  

m at e ri al  m a y  b e  f o u n d i n S u p pl e m e nt a r y  T a bl e  S 1.  T h e  l a n d r a c e s w e r e  c oll e ct e d  f r o m t h e 

c o nti n e nt s  of  Af ri c a  ( 7), A si a  ( 1 3), E u r o p e  ( 4), a n d  S o ut h  A m e ri c a  ( 5) a n d  a r e  d e s c ri b e d  i n 

Bl a k e  et  al.  ( 2 0 1 9) [3 3 ]. 

e e  es: 1  3 7 1 0 1 0. 5 1 1 

H e a d d e v el o p s & p olli n ati o n o c c ur s 
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& P olli n ati o n 

L at er Fl o w eri n g i n 

E arli er Fl o w eri n g i n 

W a r m er E n vir o n m e nt s 

M or e ti m e t o d e v el o p l ar g er h e a d s 

& e xt e n d e d gr ai n fill p eri o d 
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4. 2.  Re c o m bi n a nt  I n bre d Li ne  ( RI L) Pl a nt  M ateri al  

T h e  r e c o m bi n a nt  i n b r e d li n e p o p ul ati o n  w a s  d e v el o p e d  b y  c r o s si n g  l a n d r a c e p a r e nt  

PI  6 1 6 9 3  t o t h e CI M M Y T  s p ri n g  w h e at  c ulti v a r  ‘ B e r k ut’ (I r e n e / B a b a x / / P a st o r, r el e a s e d  

i n 2 0 0 2)  a n d  c o n si st e d  of  6 8  F 5  d e ri v e d  r e c o m bi n a nt  i n b r e d li n e s ( RI L s). T h e  l a n d r a c e PI  

6 1 6 9 3  o ri gi n at e d  i n M al a wi  a n d  h a s  r e c e ntl y  b e e n  i nt e g r at e d i nt o t h e U S D A  W h e at C A P  

C o o r di n at e d  A g ri c ult u r al  P r oj e ct,  w h e r e  it i s d e s c ri b e d  b y  Bl a k e  et  al.  ( 2 0 1 9) a n d  J o r d a n 

et  al.  ( 2 0 1 8) [3 3 ,3 4 ]. T h e  RI L  p o p ul ati o n  u s e d  i n t hi s st u d y  w a s  o n e  of  t h e RI L  p o p ul ati o n s  

f r o m t h e N A M  p o p ul ati o n  d e s c ri b e d  b y  Bl a k e  et  al.  ( 2 0 1 9) [3 3 ]. D u ri n g  d e v el o p m e nt,  

s el e cti o n  p r e s s u r e  f o r h ei g ht  a n d  e a rl y  f o w e ri n g  w a s  a p pli e d  f o r e a c h  g e n e r ati o n.  Fi el d  

t ri al s of  RI L S  w e r e  pl a nt e d  wit h  F 5 - d e ri v e d F 9  ( F5: 9 ) s e e d  i n 2 0 2 0  a n d  F 5 - d e ri v e d F 1 0  ( F5: 1 0 ) 

s e e d  i n 2 0 2 1.  

4. 3.  Fiel d  Tri al  Set u p  

F or  e a c h  fi el d tri al, t h e s e e d  w a s  pl a nt e d  at  t h e Art h ur  H.  P o st  F ar m  n e ar  B o z e m a n,  

M T  i n e arl y  M a y  o n c e  t h e a v er a g e  s oil  t e m p er at ur e e x c e e d e d  4. 4  ◦ C.  T h e  s oil  w a s  till e d 

a n d  w a s  s e e d  s o w n  wit h  a  di s k  s e e d er  f oll o wi n g a  f all o w r ot ati o n  fr o m w h e at.  Yi el d  tri al s 

w er e  c arri e d  o ut  i n a  c o m pl et e  r a n d o mi z e d  bl o c k  d e si g n  wit h  t hr e e r e pli c ati o n s.  S p a c e  

pl a nt  d e n sit y  c o n si st e d  of  3 m  r o w s  wit h  1 5  s e e d s  pl a nt e d  p er  r o w.  At  F e e k e s  st a g e  1,  r o w s  

w er e  t hi n n e d t o 1 0  e v e nl y  s p a c e d  pl a nt s.  We e d  c o ntr ol  w a s  m a n a g e d  e a c h  s pri n g  wit h  t h e 

a p pli c ati o n  of  h er bi ci d e  at  t h e b e gi n ni n g  of  J u n e. I n 2 0 1 9,  t h e fi el d w a s  s pr a y e d  wit h  H u s ki e  

C o m pl et e  H er bi di c e  ( B a y er Cr o p S ci e n c e,  L P,  St.  L o ui s,  M O,  U S A)  at  a  r at e  of  1. 1 0  L  h a − 1 . 

T h e  2 0 2 0  fi el d w a s  s pr a y e d  wit h  a  c o m bi n ati o n  of  h er bi ci d e s  Affi nit y  ( 4. 7 m L  h a − 1 ; F M C  

C or p or ati o n,  P hil a d el p hi a,  P A,  U S A),  M C P  e st er  4  ( 0. 5 8 L  h a − 1 ; L o v el a n d  Pr o d u ct s,  I n c., 

L o v el a n d,  C O,  U S A),  Di s c o v er  ( 0. 5 8 L  h a − 1 ; S y n g e nt a  Cr o p  Pr ot e cti o n,  Gr e e n s b or o,  N C,  

U S A),  a n d  t h e f u n gi ci d e Pr o pi  St ar  E C  ( 0. 2 9 L  h a − 1 ; Al b a u g h,  L L C,  A n k e n y,  I A, U S A).  

T h e  2 0 2 1  fi el d w a s  s pr a y e d  wit h  1. 7 5  L  h a − 1  Ve n d ett a  ( Wil b ur- Elli s C o.,  Fr e s n o,  C A,  U S A)  

a n d  0. 0 7 7  L  h a − 1  P a rit y  ( Te n k o z I n c. Al p h ar ett a,  G A,  U S A).  Irri g ati o n o c c urr e d  o n e  w e e k  

pri or  t o a n d  o n e  w e e k  aft er  a nt h e si s.  T hr e e  r e pr e s e nt ati v e  pl a nt s  w er e  h ar v e st e d  p er  r o w  

a n d  b u n dl e d.  B u n dl e s  w er e  dri e d  a n d  bi o m a s s  w a s  r e c or d e d.  B u n dl e s  w er e  t hr e s h e d 

u si n g  a  si n gl e  pl a nt  t hr e s h er. Yi el d  p ar a m et er s  m e a s ur e d  i n cl u d e d d a y s  t o fl o w eri n g, pl a nt  

h ei g ht  a n d  till er n u m b er  at  m at urit y,  s e e d  w ei g ht  p er  pl a nt,  a n d  k er n el  c h ar a ct eri sti c s.  

Gr ai n  pr ot ei n  a n d  m oi st ur e  w er e  m e a s ur e d  u si n g  a  F o s s  I nfr at e c 1 2 4 1  M a c hi n e  i n w hi c h  

n e ar-i nfr ar e d  a b s or pti o n  w a s  c o m p ar e d  t o c o ntr ol  r ef er e n c e  v al u e s  t o d et er mi n e  pr ot ei n  [7 4 ]. 

4. 4.  Yiel d  Tri al  We at her  

H e r e,  w e  d e f n e  a  f el d  s e a s o n  at  t h e A rt h u r  H.  P o st  F a r m  a s  r u n ni n g  f r o m 1  M a y  

t o 3 1  A u g u st.  D u ri n g  t h e 2 0 1 9  f el d  s e a s o n,  t h e A rt h u r  H.  P o st  F a r m  r e c ei v e d  1 8. 6 2  c m  

of  p r e ci pit ati o n.  T h e  l o w e st ai r  t e m p e r at u r e of  − 4. 2  ◦ C  w a s  r e c o r d e d  o n  1  M a y,  w h e r e a s  

t h e hi g h e st  w a s  r e c o r d e d  o n  2 3  J ul y at  3 2. 3  ◦ C.  D u ri n g  t h e 2 0 2 0  f el d  s e a s o n,  t h e r e s e a r c h  

c e nt e r  r e c ei v e d  1 3. 4 4  c m  of  p r e ci pit ati o n.  T h e  l o w e st ai r  t e m p e r at u r e w a s  r e c o r d e d  o n  

8  M a y  at  − 0. 0 3  ◦ C.  T h e  hi g h e st  r e c o r d e d  ai r  t e m p e r at u r e w a s  3 3. 4  ◦ C  o n  2  A u g u st.  D u ri n g  

t h e 2 0 2 1  f el d  s e a s o n,  t h e r e s e a r c h  c e nt e r  r e c ei v e d  1 7. 0  c m  of  p r e ci pit ati o n.  T h e  l o w e st 

ai r  t e m p e r at u r e of  − 4. 1  ◦ C  w a s  r e c o r d e d  o n  2 2  M a y  w hil e  t h e hi g h e st  ai r  t e m p e r at u r e 

w a s  r e c o r d e d  o n  1 8  J ul y at  3 5. 8  ◦ C.  A v e r a g e  t e m p e r at u r e s f o r M a y- A u g u st  a r e  r e p o rt e d  i n 

T a bl e  6 . 

4. 5.  Tiss ue  C olle cti o n  

S a m pli n g  o c c u r r e d  1 4  d a y s  aft e r  f o w e ri n g  ( D A F) + / −  o n e  d a y  at  4: 0 0  P M.  T h r e e  

r e pli c at e s  w e r e  c oll e ct e d,  i n w hi c h  e a c h  bi ol o gi c al  r e pli c at e  c o n si st e d  of  a  si n gl e  r o w  a n d  

w a s  t h e b ul k  c o m p o sit e  of  t h r e e f a g  l e a v e s o r  h e a d s  h a r v e st e d  f r o m i n di vi d u al pl a nt s.  F o r  
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t h e o ri gi n al  s c r e e n  of  m o d e r n  c ulti v a r s  a n d  l a n d r a c e s, e nti r e  f a g  l e a v e s a n d  h e a d s  w e r e  

c oll e ct e d.  T h e  ti s s u e w a s  i m m e di at el y f r o z e n i n li q ui d N 2.  H e a d s  w e r e  t h r e s h e d w hil e  

r e m ai ni n g  f r o z e n a n d  l e af a n d  s e e d  ti s s u e w a s  g r o u n d  t o a  f n e  p o w d e r.  F r o z e n  ti s s u e 

w a s  all o c at e d  f o r st a r c h  q u a nti f c ati o n  a n d  m ol e c ul a r  e x p e ri m e nt s.  S a m pli n g  of  t h e RI L  

p o p ul ati o n  w a s  c a r ri e d  o ut  a s  d e s c ri b e d  a b o v e,  t h o u g h h e a d s  w e r e  n ot  c oll e ct e d.  

4. 6.  St arc h  Q u a nti f c ati o n  

St a r c h  a s s a y s  w e r e  c a r ri e d  o ut  b y  Oi e st a d  et  al.  ( 2 0 1 9) [6 3 ]. St a r c h  w a s  e xt r a ct e d  

a c c o r di n g  t o S mit h  a n d  Z e e m a n  ( 2 0 0 6) f r o m 1 0  m g  d r y  w ei g ht  ( D W) s a m pl e s  [7 5 ]. B ri e f y,  

f r e e gl u c o s e  w a s  r e m o v e d  f r o m ~ 4 0  m g  f r e s h w ei g ht  ( F W) g r o u n d  p o w d e r  wit h  t h e a d diti o n  

of  8 0 %  Et O H  a n d  h e at e d  t o 8 0  ◦ C  f o r 3  mi n.  Et h a n ol  s u p e r n at a nt s  w e r e  di s c a r d e d,  a n d  t hi s 

st e p  w a s  r e p e at e d  t wi c e. P ell et s  w e r e  d ri e d  a n d  D W  ( ~ 1 0 m g)  w a s  r e c o r d e d.  P ell et s  w e r e  

s u s p e n d e d  i n 3 0 0  µ L  of  1 0 0  m M  s o di u m  a c et at e,  p H  5. 5.  L e af  st a r c h  s a m pl e s  w e r e  di g e st e d  

wit h  0. 0 6  U  α - a m yl a s e a n d  0. 1 8  U  a m yl o gl u c o si d a s e  m g − 1  D W.  S e e d  st a r c h  s a m pl e s  

w e r e  di g e st e d  wit h  0. 2  U  α - a m yl a s e a n d  0. 6  U  a m yl o gl u c o si d a s e  m g − 1  D W.  S a m pl e s  

w e r e  a s s a y e d  f o r st a r c h  a c c o r di n g  t o R ö sti  et  al.  ( 2 0 0 7), i n w hi c h  t h e c h a n g e  i n N A D P H  

( st oi c hi o m et ri c wit h  D- gl u c o s e)  w a s  o b s e r v e d  b y  t h e i n c r e a s e i n a b s o r b a n c e  at  3 4 0  n m  [7 6 ]. 

St a r c h  c o n c e nt r ati o n s  w e r e  d et e r mi n e d  b y  r ef e r e n ci n g  a  st a n d a r d  c u r v e  p r e p a r e d  f r o m 

k n o w n  a m o u nt s  of  p u ri f e d  w h e at  s e e d  st a r c h.  

T o  e x a mi n e  l e af st a r c h  at  t h e e n d  of  t h e d a r k  p e ri o d,  pl a nt s  w e r e  g r o w n  i n a  g r e e n h o u s e  

wit h  c o n diti o n s  c o n si sti n g  of  a  1 6  h  p h ot o p e ri o d  wit h  2 2  ◦ C  d a y  a n d  1 8  ◦ C  ni g ht  t e m p e r a-

t u r e s. Fl o w e ri n g  d at e s  w e r e  r e c o r d e d,  a n d  f a g  l e a v e s w e r e  c oll e ct e d  at  1 4  D A F  + / −  o n e  

d a y  at  o n e  h o u r  p ri o r  t o li g ht s o n  ( d a r k m o r ni n g,  D M)  a n d  at  4: 0 0  P M  ( mi d- aft e r n o o n, A).  

L e a v e s  w e r e  i m m e di at el y f r o z e n i n li q ui d N 2  a n d  g r o u n d  t o a  f n e  p o w d e r.  St a r c h  w a s  

e xt r a ct e d  a n d  a s s a y e d  a s  d e s c ri b e d  a b o v e.  F o r  c o m p a ri s o n s  b et w e e n  d a r k  m o r ni n g  ( D M) 

a n d  aft e r n o o n  ( A) s a m pl e s,  o n e-t ail e d,  e q u al  v a ri a n c e  t-t e st s w e r e  u s e d  t o d et e r mi n e  t h e 

si g ni f c a n c e  b et w e e n  st a r c h  l e v el h a r v e st e d  at  D M  v s.  A  wit h  t h e h y p ot h e si s  t h at st a r c h  

w o ul d  b e  d e pl et e d  i n D M  s a m pl e s.  

4. 7.  Met a b olite  A n al ysis  

RI L s  w e r e  s el e ct e d  f o r m et a b ol o mi c  a n al y si s  b y  s o rti n g  a c c o r di n g  t o l e af st a r c h  l e v el. 

T h e  RI L s  wit h  t h e hi g h e st  st a r c h  v al u e s  a n d  l o w e st v al u e s  t h at al s o  h a d  a v e r a g e  h ei g ht  

w e r e  s el e ct e d  wit h  n  =  4  f o r hi g h  a n d  l o w st a r c h  p h e n ot y p e s.  T h e  p r e s e n c e  of  t h e f ull-l e n gt h 

F T- 1 D  all el e  w a s  c o n f r m e d  f o r t h e hi g h  st a r c h  li n e s a n d  t h e p r e s e n c e  of  t h e F T- D 1 ∆ G  all el e  

w a s  c o n f r m e d  f o r t h e l o w st a r c h  li n e s. S a m pl e s  w e r e  c oll e ct e d  a s  d e s c ri b e d  a b o v e  wit h  

t h r e e bi ol o gi c al  r e pli c at e s  f o r e a c h  RI L.  F r o z e n  ti s s u e w a s  g r o u n d  t o a  f n e  p o w d e r,  f r e e z e-

d ri e d,  a n d  ali q u ot e d  i nt o 7  m g  D W  s a m pl e s.  M et a b olit e s  w e r e  e xt r a ct e d  a s  p e r  S c h mi dt  

et  al.  ( 2 0 1 1), w h e r e  3 5 0  µ L  m et h a n ol  ( 6 0 ◦ C)  w a s  a d d e d  t o e a c h  s a m pl e,  f oll o w e d b y  

i n c u b ati o n at  6 0  ◦ C  f o r 1 0  mi n  [7 7 ]. S a m pl e s  w e r e  v o rt e x e d  a n d  pl a c e d  i n a  s o ni c ati n g  w at e r  

b at h  f o r 1 0  mi n.  C hl o r of o r m  ( 3 5 0 µ L)  w a s  a d d e d,  a n d  s a m pl e s  w e r e  v o rt e x e d  f oll o w e d 

b y  t h e a d diti o n  of  3 0 0  µ L  w at e r.  S a m pl e s  w e r e  a g ai n  v o rt e x e d  f oll o w e d b y  c e nt rif u g ati o n  

at  f ull s p e e d  f o r 5  mi n.  P ol a r  f r a cti o n s w e r e  t r a n sf e r r e d t o G C- M S  gl a s s  vi al s  ( 1 5 0 µ L  p e r  

7  m g  D W)  a n d  d ri e d  i n a  s p e e d- v a c  c o n c e nt r at o r.  S a m pl e  a n al y si s  w a s  c a r ri e d  o ut  u si n g  a n  

A gil e nt  6 8 9 0  g a s  c h r o m at o g r a p h  ( A gil e nt Te c h n ol o gi e s,  S a nt a  Cl a r a,  C A,  U S A).  P r ot o c ol s  

l ai d o ut  i n Fi e h n  et  al.  ( 2 0 0 8) w e r e  f oll o w e d f o r d at a  a c q ui siti o n,  m et a b olit e  i d e nti f c ati o n, 

a n d  s a m pl e  n o r m ali z ati o n  [7 8 ]. 

4. 8.  Tr a ns cri pt  A n al ysis  

S a m pl e s  w e r e  c oll e ct e d  a s  d e s c ri b e d  a b o v e  f o r t h e o ri gi n al  st a r c h  s c r e e n  1 4  d a y s  aft e r  

f o w e ri n g  ( D A F), + / −  o n e  d a y,  at  4: 0 0  P M.  S a m pl e s  w e r e  c oll e ct e d  f r o m 1 0  l a n d r a c e s a n d  

1 0  m o d e r n  c ulti v a r s,  r e p r e s e nti n g  l o w, mi d,  a n d  hi g h  l e v el s of  l e af st a r c h  f r o m t h e 2 0 1 9  
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st a r c h  s u r v e y.  S u p pl e m e nt al  T a bl e  S 1  i n di c at e s i n cl u si o n i n t hi s e x p e ri m e nt.  P e di g r e e  

a n d  c o u nt r y  of  o ri gi n  w e r e  al s o  gi v e n  c o n si d e r ati o n.  F r o m  e a c h  r e pli c at e,  3 0  m g  of  f r o z e n 

p o w d e r  w a s  c o m bi n e d  i nt o a  si n gl e  s a m pl e,  s u c h  t h at s a m pl e s  c o n si st e d  of  a  b ul k  of  ni n e  

pl a nt s  f o r e a c h  g e n ot y p e.  

R N A  w a s  e xt r a ct e d  u si n g  a n  R N e a s y  Pl a nt  Mi ni  Kit  ( QI A G e N, G e r m a nt o w n,  M D,  

U S A)  a c c o r di n g  t o t h e m a n uf a ct u r e r’ s  i n st r u cti o n s. R N A  i nt e g rit y w a s  e x a mi n e d  u si n g  a n  

A gil e nt  2 1 0 0  Bi o a n al y z e r  a n d  all  s a m pl e s  h a d  RI N s  ≥  6. 8.  S a m pl e s  w e r e  s e nt  t o L C  S ci e n c e s  

( H o u st o n, T X,  U S A)  f o r R N A- s e q  a n al y si s.  A  t ot al of  1  µ g  R N A  w a s  u s e d  t o c r e at e  c D N A  

li b r a ri e s, a n d  a m pli c o n s  w e r e  s e q u e n c e d  a s  p ai r e d- e n d,  1 5 0  b p  r e a d s  u si n g  a n  Ill u mi n a 

Hi g h  S c a n- S Q  pl atf o r m  wit h  a  d e pt h  of  6  G B  f o r e a c h  s a m pl e.  

T w e nt y  l e af a n d  t w e nt y s e e d  s a m pl e s  w er e  s e nt  i n f or s e q u e n ci n g.  T h e  a v er a g e  r a w  

r e a d s  a cr o s s  t h e 4 0  s a m pl e s  w er e  4 5, 9 4 6, 2 0 6  ±  8 5 1, 4 1 0.  L C  S ci e n c e s  u s e d  C ut a d a pt  [7 9 ] 

a n d  p erl  s cri pt s  i n- h o u s e t o r e m o v e  r e a d s  t h at c o nt ai n e d  a d a pt or  c o nt a mi n ati o n,  l o w-

q u alit y  b a s e s,  a n d  u n d et er mi n e d  b a s e s.  S e q u e n c e  q u alit y  w a s  t h e n v erifi e d  u si n g  F a st Q C  

(htt p: / / w w w. bi oi nf or m ati c s. b a br a h a m. a c. u k / pr oj e ct s /f a st q c / , a c c e s s e d  o n  3  D e c e m b er  

2 0 1 9).  T h e  a v er a g e  t ot al cl e a n  r e a d s  a cr o s s  w er e  4 2, 1 8 0, 4 7 5  ±  8 4 0  5 6 7.  D at a  w a s  a s s e m bl e d  

a n d  a n al y z e d  u si n g  N g e n  a n d  Arr a y St ar  wit hi n  t h e D N A S T A R  L a s er g e n e  v  1 7. 6. 2. 9  s oft w ar e  

s uit e  ( D N A S T A R, M a di s o n,  WI,  U S A).  R e a d s  w er e  ali g n e d  t o t h e Triti c u m  asti v u m  g e n o m e  

(i w g s c _r ef s e q v 1. 0) wit hi n  t h e D N A- st ar  s oft w ar e  s uit e  u si n g  R P K M  n or m ali z ati o n.  All  ot h er  

s etti n g s  w er e  l eft at  d ef a ult.  

4. 9.  D at a  A n al ysis  

C o r r el ati o n  a n al y si s  a n d  c r e ati o n  of  hi st o g r a m s  w e r e  c a r ri e d  o ut  u si n g  t h e D at a  

A n al y si s  T o ol p a k  i n Mi c r o s oft  E x c el,  a c c e s s e d  7  O ct o b e r  2 0 2 1.  T h e  p - v al u e s f o r c o r r el ati o n  

c o ef f ci e nt s  w e r e  d et e r mi n e d  u si n g  a  p - v al u e c al c ul at o r  f o r c o r r el ati o n  c o ef f ci e nt s  [8 0 ] 

wit h  n  =  6 8.  A n al y si s  of  v a ri a n c e  w a s  c a r ri e d  o ut  f o r e a c h  r e s p o n s e  v a ri a bl e  u si n g  a  

r a n d o mi z e d  s plit- pl ot  m o d el  c o m bi n e d  o v e r  r e pli c ati o n s  i n R  4. 1. 2  [8 1 ] wit h  t h e c a r  [8 2 ] 

a n d  e m m e a n s  [8 3 ] p a c k a g e s.  

4. 1 0.  Ge n ot y pi n g,  Li n k a ge  M a p  C o nstr u cti o n,  a n d  Q T L  A n al ysis  

G e n ot y pi n g  w a s  pr e vi o u sl y  c arri e d  o ut  u si n g  t h e Ill u mi n a 9 0 K  i S el e ct a s s a y  [8 4 ] a n d  

i s d e s cri b e d  i n J or d a n et  al.  ( 2 0 1 8) [3 4 ]. D uri n g  a n al y si s,  m o n o m or p hi c  m ar k er s,  m ar k er s  

wit h  > 1 0 %  mi s si n g  g e n ot y p e s,  a n d  m ar k er s  wit h  si g nifi c a ntl y  di st ort e d  s e gr e g ati o n  r ati o s  

w er e  di s c ar d e d.  A  g e n eti c  m a p  w a s  cr e at e d  u si n g  pr ot o c ol s  d e s cri b e d  b y  V ar ell a  et  al.  

( 2 0 1 9) [8 5 ] u si n g  t h e R / qtl  a n d  R / A S M a p  p a c k a g e s  i n R  [8 6 ,8 7 ]. C o- s e gr e g ati n g  m ar k er s  

w er e  di s c ar d e d  a n d  p ol y m or p hi c  m ar k er s  w er e  e x cl u d e d  if t h e y h a d  > 2 5 %  mi s si n g  d at a  

or  s h o w e d  si g nifi c a nt  M e n d eli a n  s e gr e g ati o n  di st orti o n  ( C hi- s q u ar e t e st, p  <  1. 0  ×  1 0 − 7 , 

df  =  1).  

4. 1 1.  A m pli f c ati o n  of  F T- D 1  ( Tr aes C S 7 D 0 2 G 1 1 1 6 0 0) 

S c r e e ni n g  f o r F T- D 1  p ol y m o r p hi s m  b et w e e n  p a r e nt al  li n e s w a s  a s s e s s e d  wit h  t w o 

s et s  of  p ri m e r s.  A  2 2 8 4- b p  f r a g m e nt of  F T- D 1  w a s  a m pli f e d  u si n g  f o r w a r d p ri m e r  5 ′ 

G A T C C A T C C A T C G G T C T C  3 ′ a n d  r e v e r s e  p ri m e r  5 ′ G C T G A A T G A C A A G A G C T G A  3 ′ , 

w hi c h  a m pli f e d  all  e x o n s  i n t h e g e n e.  T h e  a m pli c o n  w a s  s e q u e n c e d  u si n g  b ot h  t h e f o r w a r d 

a n d  r e v e r s e  p ri m e r,  s e q u e n ci n g  b ot h  e x o n s  a n d  i g n o ri n g t h e l a r g e i nt r o n b et w e e n  t h e m. 

T h e  P C R  a m pli f c ati o n  r e a cti o n  w a s  a s  f oll o w s: o n e  c y cl e  of  9 6  ◦ C  f o r 5  mi n,  4 0  c y cl e s  of  

9 6  ◦ C  f o r 3 0  s,  5 7  ◦ C  f o r 3 0  s,  7 2  ◦ C  f o r 1 8 0  s,  a n d  o n e  c y cl e  of  7 2  ◦ C  f o r 7  mi n  wit h  a  f n al  

h ol d  at  4  ◦ C.  

A  si n gl e  b a s e  p ai r  d el eti o n  ( G) w a s  f o u n d i n B e r k ut  at  t h e 8 4 0t h  b a s e  p ai r.  T hi s  

d el eti o n  l e a d s t o a  f r a m e s hift m ut ati o n  i n t h e a mi n o  a ci d  s e q u e n c e  a n d  w a s  f r st  d e s c ri b e d  

b y  B o n ni n  et  al.  ( 2 0 0 8) [4 4 ]. T hi s  m ut ati o n  w a s  t e r m e d F T- D 1 ∆ G  a n d  it s eff e ct  o n  w h e at  

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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pl a nt  d e v el o p m e nt  w a s  r e c e ntl y  c h a r a ct e ri z e d  i n C h e n  et  al.  ( 2 0 2 2) [3 5 ]. A  c o m p etiti v e  

all el e- s p e ci f c  P C R  ( K A S P) a s s a y  w a s  d e v el o p e d  f o r t h e p u r p o s e s  of  g e n ot y pi n g  t h e RI L  

p o p ul ati o n  f o r F T- D 1 . T h e  f ull-l e n gt h all el e,  f r o m PI  6 1 6 9 3,  w a s  a m pli f e d  wit h  t h e r e v e r s e  

p ri m e r  a n d  F A M  t a g 5 ′ G A A G G T G A C C A A G T T C A T G C T G A A G C G A T G G A T C C C C  3 ′ , 

w hil e  t h e F T- D 1 ∆ G  all el e,  f r o m B e r k ut,  w a s  a m pli f e d  wit h  t h e r e v e r s e  p ri m e r  a n d  H E X  

t a g 5 ′ G A A G G T C G G A G T C A A C G G A T T G A A G C G A T G G A T C C C A  3 ′ . A  c o m m o n  f o r w a r d 

p ri m e r,  5 ′ G G T A C A A C T G G T G C A T C C  3 ′ , w a s  utili z e d  f o r t h e a s s a y.  T h e  a s s a y  p r o d u c e d  a  

7 6- b p  p r o d u ct  t h at i d e nti f e d t h e F A M  t a g f o r f ull-l e n gt h all el e s  a n d  t h e H E X  t a g f o r all el e s  

c o nt ai ni n g  t h e d el eti o n.  T h e  a s s a y  w a s  p e rf o r m e d  o n  a  Bi o R a d  C F X  O p u s  9 6  R e al- Ti m e  

q P C R  s y st e m  wit h  t h e f oll o wi n g r e a cti o n  p r ot o c ol:  o n e  c y cl e  of  9 4  ◦ C  f o r 1 5  mi n,  1 0  c y cl e s  

of  9 4  ◦ C  f o r 2 0  s,  6 1  ◦ C  f o r 6 0  s  wit h  a  0. 6  ◦ C  d e c r e a s e  e v e r y  c y cl e,  2 9  c y cl e s  of  9 4  ◦ C  f o r 2 0  s,  

5 5  ◦ C  f o r 6 0  s,  3 0  ◦ C  f o r 2 0  s,  f oll o w e d b y  a  si n gl e  c y cl e  of  3 0  ◦ C  f o r 5  mi n  wit h  a  f n al  h ol d  

at  4  ◦ C.  

S u p pl e m e nt ar y  M at eri al s:  T h e  f oll o wi n g s u p p orti n g  i nf or m ati o n c a n  b e  d o w nl o a d e d  at:  htt p s: / / w w w.  

m d pi. c o m / arti cl e / 1 0. 3 3 9 0 / pl a nt s 1 4 0 4 0 5 1 2 / s 1 , T a bl e  S 1:  L e af  a n d  s e e d  st ar c h  s ur v e y  of  m o d er n  w h e at  

c ulti v ar s  a n d  l a n dr a c e s at  1 4  D A F.  T a bl e  S 2:  Gr o wt h  a n d  yi el d  p ar a m et er s  f or RI L s  wit hi n  a  B er k ut / PI  

6 1 6 9 3  p o p ul ati o n  c o m bi n e d  o v er  t w o y e ar s.  T a bl e  S 3:  E x pr e s si o n  of  c a n di d at e  g e n e s  l o c at e d wit hi n  7 D:  

6 2, 1 0 6, 3 1 2 – 7 3, 7 4 5, 6 4 1  u si n g  I W S G C r ef s e q v 1. 0.  

A ut h or  C o ntri b uti o n s:  A.J. O.,  J. P. C. a n d  M.J. G.  d e si g n e d  t h e r e s e a r c h.  M.J. G.  a n d  A.J. O.  a c q ui r e d  

f u n di n g. A.J. O.  c a r ri e d  o ut  p h e n ot y pi n g  a n d  N. K. B.  p e rf o r m e d  g e n eti c  m a p pi n g  a n d  Q T L  a n al y si s.  

A.J. O.  a n d  B.J. T.  c o m pl et e d  st a r c h  a n d  m ol e c ul a r  e x p e ri m e nt s.  A.J. O.  a n d  B.J. T.  p r o c e s s e d  a n d  

a n al y z e d  d at a.  A.J. O.  d r aft e d  t h e m a n u s c ri pt.  S. T. O.  d r aft e d  f g u r e s.  All  a ut h o r s  h a v e  r e a d  a n d  

a g r e e d  t o t h e p u bli s h e d  v e r si o n  of  t h e m a n u s c ri pt.  

F u n di n g:  T hi s  w o r k  w a s  s u p p o rt e d  b y  t h e M o nt a n a  F e rtili z e r  A d vi s o r y  C o m mitt e e,  M ulti st at e  P r oj e ct  

N C 1 2 0 0:  R e g ul ati o n  of  P h ot o s y nt h eti c  P r o c e s s e s,  a n d  t h e M o nt a n a  A g ri c ult u r al  E x p e ri m e nt  St ati o n.  

D at a  A v ail a bilit y  St at e m e nt:  T h e  d at a  s u p p o rti n g  t h e f n di n g s  of  t hi s st u d y  a r e  a v ail a bl e  f r o m t h e 

c o r r e s p o n di n g  a ut h o r  u p o n  r e a s o n a bl e  r e q u e st.  

C o n fi ct s  of  I nt er e st:  T h e  a ut h o r s  d e cl a r e  n o  c o n fi ct s  of  i nt e r e st. 
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