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Identyfikacja QTL warunkujacych dlugos¢ liscia
flagowego w dwoch populacjach mapujacych
zyta (Secale cereale L.)

Identification of QTLs affecting the flag leaf length in two mapping populations
of rye (Secale cereale L.)

Celem niniejszych badan byla identyfikacja regionow genomowych kontrolujacych dtugos¢ liscia
flagowego (FLL) w dwdch populacjach mapujacych zyta Ds2 x RXL10 1541 x Otl-3. Wykryto facznie
5 QTL (dwa dla Ds2 x RXL10 i trzy dla 541 x Ot1-3), ktére zmapowano na chromosomach 2R, 4R i
7R. Tylko QTL zidentyfikowane na chromosomie 2R lokalizowaly si¢ w tym samym regionie u obu
populacji mapujacych. Najwazniejsze QTL zlokalizowano na chromosomie 7R, lecz na réznych
ramionach map obu mieszancoéw. Wspotczynnik determinacji (R?) obliczony dla wykrytych QTL
miescit si¢ w szerokim zakresie od 4,5 do 30,9%. Identyfikacja QTL moze pomdéc w wyjasnieniu
mechanizm 6w genetycznych rozwoju liscia flagowego u Zyta.

Stowa kluczowe: dtugos¢ liscia flagowego, QTL (loci cechy ilosciowej), zyto

The objective of this study was identification of genomic regions controlling the flag leaf length
(FLL) in Ds2 x RXL10 and 541 x Ot1-3 mapping populations of rye. Five QTLs (two on Ds2 x RXL10
map and three on 541 x Otl1-3 map) were detected on chromosomes 2R, 4R and 7R. Only the QTL on
chromosome 2R was identified in the same region on both maps. The most important QTLs are located
on chromosome 7R, but on different arms in each map. The coefficient of determination (R?) for QTLs
ranged from 4.5 to 30.9%. The identification of QTLs can be helpful in explaining the genetic
mechanisms of flag leaf development in rye.

Key words: flag leaf length, QTL (quantitative trait loci), rye
WSTEP

Liscie wtasciwe u zyta, w tym lis¢ flagowy, wykazuja u linii wsobnych wysoki poziom
polimorfizmu. Réznice dotyczg zarowno powierzchni, ksztattu, dtugosci czy szerokosci
lisci, co przektada si¢ na zwigkszenie badz zmniejszenie powierzchni asymilacyjnej, a w
konsekwencji wptywa na produkcj¢ biomasy. Badania nad dziedzicznym podtozem
ksztattu liScia flagowego prowadzone byly migdzy innymi przez Ruebenbauera i wsp.
(1980), Kubicka i Dec (2001). Ruebenbauer i wsp. (1980) przebadali charakterystyczny
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dla form kartowych trojkatny ksztalt liscia i stwierdzili, ze cecha ta jest kontrolowana 4
recesywnymi genami a allele dominujgce odpowiadajg za normalny ich ksztatt. Kubicka i
Dec (2001) badali sposéb dziedziczenia dlugosci liscia flagowego i1 podflagowego
stwierdzajac, ze cecha ta jest uwarunkowana 3 genami o dziataniu addytywnym. Badania
te nie pozwolily jednak na precyzyjne podanie lokalizacji chromosomowej, oraz ocen¢
wplywu poszczegodlnych loci na determinacje cechy.

Pelna identyfikacja i charakterystyka loci warunkujgcych cechy ilosciowe (QTL) jest
mozliwa w oparciu o mapy genetyczne na bazie, ktérych mozna okresli¢ liczbe loci, ich
lokalizacje chromosomowa, wptyw wykrytych loci na determinacje cechy a takze
wnioskowaé o sposobie dziedziczenia czy interakcjach pomigdzy QTL. Poznanie
dziedzicznego podtoza warunkujacego t¢ ceche¢ moze pomodc w zrozumieniu zlozonego
mechanizmu ksztaltowania si¢ waznych cech uzytkowych.

Celem niniejszej pracy byto wstepne rozpoznanie dziedzicznego podtoza dtugosci liscia
flagowego z wykorzystaniem dwoch populacji mapujacych oraz wskazanie liczby i
lokalizacji chromosomowej QTL kontrolujgcych te ceche wraz z charakterystyka loci.

MATERIAL I METODY

Materiatem badawczym byly potomstwa Fs (100 i 94 osobniki) dwoch populacji
mapujacych otrzymanych z mieszancéw migdzyliniowych: Ds2 x RXL10 oraz 541 x Otl-
3. Formy rodzicielskie wykazywaly zrdznicowanie pod wzgledem dlugosci liscia
flagowego, a w potomstwie obserwowano segregacje. Zmierzono dtugos¢ liscia flagowego
na pedzie glownym u form rodzicielskich i obu populacjach potomnych (min. 20 pomiarow
kazdego genotypu) i otrzymano szeroki zakres zmiennosSci cechy zblizony do rozktadu
normalnego (tab. 1).

Tabela 1
Charakterystyka dlugosci liScia flagowego w dwéch populacjach mapujacych zyta
aracteristics of flag leaf length in two mapping population of rye
Ch teristics of flag leaf length in t pping populati fry
Warto$¢ $rednia cechy Z@kresr . . .
. i . .. Zmiennosci Wspotczynnik
Symbol | Populacja Wartos$¢ $rednia w populacji cochy w odziedziczalnosci
Cecha QTL mapujaca | cechy u rodzicéw | (odchylenie standardowe) l};c'i (H)
Trait QTL Mapping |Mean trait value in Mean trait value in popuiac) :
. . Variation range| Coefficient of
code population parents population £ trait i heritabili
(standard deviation) of trait in eritability
population
Dhugosé liscia Ds2 xRxL10 D82 RXLIO 10,5 (1,69) 7,1-16.2 0,57
flagowego Fil 11,1 7,5
Flag leaf 541 Otl-3
length (cm) 541 x Ot1-3 117 92 10,7 (1,80) 6,8-18,4 0,71

Dane z pomiaréw wprowadzono do programu komputerowego WinQTL Cartographer 2.5
(Wang i in., 2006) w celu wykrycia QTL warunkujgcych ceche i naniesienia ich na mapy
genetyczne utworzone wezesniej (Bednarek i in., 2003; Milczarski i in., 2007), na ktorych
zostata (dla przejrzystosci) ograniczona liczba markerow molekularnych. Do identyfikacji
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QTL zastosowano model CIM (Composite Interval Mapping), a do wykrywania interakcji
i sposobu dziatania QTL zastosowano modut MIM (Multiplay Interval Mapping).

Parametrami opisujagcymi wykryte QTL sg: LOD — test logarytmiczny okreslajacy
pewnos¢ lokalizacji QTL w danym miejscu na chromosomie, ’a” — efekt addytywny allela
rodzicielskiego (tu pochodzacego od linii rodzicielskiej DS2 lub 541) wyrazany jest w
jednostkach pomiaru i okresla (w zaleznos$ci od znaku) o jakg wartos¢ allel ten obniza lub
podwyzsza warto$¢ cechy, R? — wspolczynnik determinacji. Przyjeto min. poziom
krytyczny testu LOD = 2,5. Za istotne QTL uznaje si¢ te, ktérych poziom LOD przekracza
warto$é krytyczng a R2 > 10%.

WYNIKI I DYSKUSJA

Formy rodzicielskie uzyte do wytworzenia populacji mapujacych znacznie roznity si¢
dtugoscig liscia flagowego. Linie DS2 i 541 posiadajg dtugi lis¢, RXL10 (forma kartowa)
lis¢ krotki a Ot1-3 1is¢ $redniej dtugosci (tab. 1). Stwierdzone réznice wynosity 26% w
przypadku pary linii 541 i Otl-3 i 48% w przypadku DS2 i RXL10. W populacjach
potomnych obserwowano genotypy o duzym rozrzucie cechy i warto$ciach przekra-
czajagcych rodzicow, co moze $wiadczy¢é o wystgpowaniu transgresji. Obliczony
wspotczynnik odziedziczalno$ci o szerokim zakresie byt r6zny u obu populacji i wynosit
0,57 dla mieszanca Ds2 x RXL101 0,7 dla 541 x Ot1-3 (tab. 1).

Identyfikacja i mapowanie loci warunkujacych cechy ilosciowe dokonywana jest
poprzez wykrywanie zaleznosci pomigdzy obserwowang zmiennoscia cechy (tu dlugosci
liscia flagowego) z segregacja markerow molekularnych mapy genetycznej, na ktorej
oznaczono genotypy odpowiednimi, zaleznymi od stosowanego programu komputero-
wego, kodami. Wykryte QTL lokalizowane s3 na mapie genetycznej w przedziale mapo-
wym ograniczonym markerami molekularnymi, a ich odleglo$¢ do najblizszego markera
jest estymowana.

W niniejszej pracy podjeto probe okreslenia prawdopodobnej liczby QTL kontrolujace;j
dlugos¢ liscia flagowego wykorzystujac do tego celu dwie populacje mapujace, na bazie
ktorych skonstruowano uprzednio mapy genetyczne (Bednarek i in., 2003; Milczarski i in.,
2007).

Zidentyfikowano i opisano 5 prawdopodobnych QTL warunkujacych dlugos¢ liscia
flagowego: 2 w populacji 541 x Ot1-3 oraz 3 w populacji Ds2 x RXL10, ktérym przypisano
skrocony symbol (F7/) i umiejscowiono na chromosomach 2R, 4R i 7R (rys. 1, tab. 2).
Wykryte QTL na chromosomach 2R i 7R obserwowano u obu populacji, lecz tylko na
chromosomie drugim ich pozycje sg zblizone co pozwala sadzi¢, ze FII1 i Fl/4 stanowia
prawdopodobnie ten sam /ocus. Lokalizowane na chromosomie 7R QTL FII3 i FIIS zostaty
zmapowane na odpowiednio krotkim i dtugim ramieniu tego chromosomu, co wskazuje na
mozliwo$¢ umiejscowienia na 7R dwoch genéw odpowiedzialnych za ksztattowanie sig
dtugosci liscia, lecz roznych gdyz ich lokalizacja nie pokrywa si¢ u testowanych populacji.
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Rys. 1. Lokalizacja QTL warunkujacych dlugos$é liscia flagowego na chromosomach zyta na dwéch

populacjach mapujacych. Boldem zaznaczono markery najblizej sprz¢zone z QTL
Fig. 1. Localization of QTLs related to flag leaf length on chromosomes of two mapping populations

of rye. Markers linked to QTL are in bold
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Oba wymienione wyzej loci wykazujg najwiekszy wplyw (R?) na ekspresje tej cechy, a
efekty addytywne alleli pochodzacych od rodzicielskich linii DS2 i 541 posiadaja
jednakowe znaki dodatnie oznaczajgce, ze allele wykrywane u tych rodzicow wydtuzaja
lis¢ flagowy (tab. 2). Odmienna sytuacja stwierdzona zostata dla QTL FI/1 i Fll4 loku-
jacych si¢ w zblizonych regionach chromosomu 2RL. Efekty addytywne alleli rodziciel-
skich dla tych loci majg r6zne znaki a dodatkowo locus FlI1 charakteryzuje si¢ najnizszym
efektem addytywnym sposrod wszystkich wykrytych QTL. Pojedynczy QTL wykrywany
na chromosomie 4R w mieszancu DS2 x RXL10 nie znajduje potwierdzenia w drugiej
populacji mapujacej, a jego wplyw na ksztaltowanie si¢ cechy jest nieznaczny (nie
przekracza 10%).

Tabela 2
Identyfikacja i charakterystyka QTL warunkujacych dlugos¢ liscia flagowego na dwdch populacjach
mapujacych zyta
Identification and characteristics of QTLs related to flag leaf length on two mapping populations of rye
Populacja Lokalizacja |Najblizszy marker a dff;eli:m
mapujaca Symbol QTL | chromosomowa | (dystans w cM) LOD A d}iii};ivey R? Dziatanie QTL
Mapping QTL code Chromosomal | Nearest marker offect (%) | The QTL action
population localisation (distance in cM) (cm)
Fill 2R APR3.12 (0,0) 3,26 0,54 45  2ddytywne—
additive
Ds2 x RXL10 FIII2 4R psr152_ L (0,2) 2,60 0,64 g  2ddytywne—
additive
addytywne —
Fli3 7R psr 1051 (5,0) 3,24 2,46 16,9 additive
Fli4 2R APR2.20 (0,0) 33 237 24,6 aggy;ywne -
541 % 0tl-3 acaitive
Fls 7R APR7.35 (3.,0) 3.05 1,51 30,6  Addytywne —
additive

Wszystkie wykrywane QTL testowano przy uzyciu moduty MIM w celu okreslenia typu
dziatania pojedynczego QTL i interakcji pomigdzy nimi. Stwierdzono addytywny sposob
dziatania wszystkich /loci, nie stwierdzajac interakcji pomigdzy QTL.

Parametry lisci (dtugos¢, szeroko$¢, powierzchnia) dziedzicza si¢ ilosciowo i wykazujg
duzg reakcj¢ na warunki srodowiskowe co utrudnia rozpoznanie ich podtoza (Kobayashi i
in., 2003). Jak dotad brak jest opublikowanych prac na wykrywaniem QTL warunkujacych
dlugos¢ liscia flagowego u zyta, pomimo faktu ze opublikowano juz kilka prac
identyfikujacych QTL kontrolujacych inne cechy morfologiczne (Borner i in., 1999 i 2000;
Milczarski i Masoj¢, 2003). Cecha ta byta badana u innych gatunkow, przede wszystkim u
ryzu, u ktorego ograniczenie powierzchni lisci obniza drastycznie plon nasion. Wykrywano
tam r6zng liczbe QTL zalezng od sktadu alleli u form rodzicielskich w zakresie od 2 (Mei
i in., 2003) do 8 (Kobayashi i in., 2003). Kobayashi i wsp. 2003 przeprowadzili
doswiadczenie i pomiary dtugosci li$cia flagowego w wielu lokalizacjach i kilku sezonach
wegetacyjnych i stwierdzili istotny efekt srodowiska wptywajacy na wykrywanie QTL. W
niniejszych badaniach liczba QTL stwierdzanych w populacjach mapujacych wynosita 2 i
3 lecz nie przeprowadzono testu w réznych srodowiskach. Otrzymane wyniki potwierdzaja
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analizy klasycznego oszacowania liczby genéw warunkujacych dtugos¢ liscia flagowego
na 3 zaproponowanego przez Kubicka i Dec 2001. W pracach Kobayashi i wsp. (2003)
oraz Mei i wsp. (2003) efekty wariancji wyjasniajagce zmienno$¢ pozostajgcg pod kontrola
QTL (jest to ekwiwalent wspolczynnika determinacji) byly niewielkie i miescity si¢ w
zakresie od 5,1 do 17,3%. Podobny zakres determinacji cechy obserwowano dla QTL
wykrywanych w populacji Ds2 x RXL10, a zdecydowanie wyzszy (24,6 i 30,6%) dla
dwodch QTL w populacji 541 x Otl1-3. W tej drugiej populacji rowniez efekty addytywne
allela pochodzacego z linii 541 byly wysokie i w obu loci wptywaty na wydtuzenie liscia.
Bardziej skomplikowany obraz wytania si¢ z charakterystyki QTL w mieszancu Ds2 X
RXL10, gdyz efekty addytywne allela pochodzacego z linii Ds2 w dwoch z trzech QTL
obnizajg ( tacznie o ok. 1 cm) dtugos¢ liscia przy zdecydowanie niskich, ponizej przyjetych
za istotne, wartosciach wspotczynnika determinacji. Efekt fenotypowy dtugiego liscia u
linii Ds2 wynika prawdopodobnie z dziatania locus FII3 rownowazacego niekorzystny
wplyw dwodch pozostatych /oci.

Zaprezentowany wstepny obraz dziedziczenia si¢ dtugosci liscia flagowego u zyta jest
przyczynkiem do prowadzenia szerszych badan nad identyfikacja genow warunkujacych
ksztattowanie sig¢ liscia.

WNIOSKI

1. Otrzymane wyniki wskazuja, ze przynajmniej 4 loci kontroluja dlugos$¢ liscia
flagowego u zyta wplywajac na fenotypowy obraz cechy w roznym stopniu.

2.  QTL zlokalizowane na chromosomie 7R w najwigkszym stopniu determinuja cechg u
obu populacji mapujacych.

3. Tylko QTL (FI1 i Fll4) na chromosomie 2R wykrywane u obu populacji zajmuja
zblizony obszar na mapie genetyczne;.

4. W celu zidentyfikowania wszystkich genéw warunkujacych dlugos¢ liscia flagowego
u zyta nalezy rozszerzy¢ badania o populacje posiadajace inne zrodta alleli, a nastepnie
weryfikowac je w r6znych srodowiskach.
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