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Mapa molekularna pszenicy
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A molecular map of wheat (Triticum aestivum L.)

Utworzono wstepng mape molekularng pszenicy zwyczajnej wykorzystujac populacje podwo-
jonych haploidéw wyprowadzonych z kombinacji krzyzowkowej odmian Liwilla i Begra. Odmiany
rodzicielskie i linie potomne genotypowano stosujac markery SSR i DArT. W wyniku przepro-
wadzonych analiz zidentyfikowano 269 polimorficznych markeréw DArT. Z 328 analizowanych
markeréw SSR tylko 137 bylo polimorficznych, a dla 103 uzyskano pelne dane o ich segregacji.
Przeprowadzona analiza sprzgzen pozwolila na przypisanie 235 markeréw do 18 grup sprz¢zeniowych
1 utworzenie mapy o tacznej dtugosci 1705¢M. Nie ustalono grup sprze¢zeniowych dla chromosoméw
1A, 7B i 4D. W przypadku 137 markerow DArT po raz pierwszy podano ich lokalizacje w genomie
pszenicy. Genom A otrzymanej mapy zawierat 105 markeréw, genom B 78 markeréw, a najmniej 52
markery przypisano do genomu D. Ostatni z wymienionych genomow zawieral liczne i rozlegte
przerwy migdzy markerami na chromosomach. W przypadku pozostatych chromosoméw, wigkszo$é¢
markeréw byla rozmieszczona w sposob nieregularny z tendencja do tworzenia skupien.

Stowa kluczowe: mapa genetyczna sprzezen, markery molekularne, pszenica

A preliminary molecular map of common wheat was established using doubled haploid population
derived from a cross between cultivars Liwilla and Begra. Parental cultivars and offspring lines were
genotyped with SSRs and DArT markers. Molecular analyses resulted in identification of 269
polymorphic DArT markers. Of the 328 SSRs analyzed only 137 were polymorphic and for 103 SSRs
segregation data were generated. Linkage analysis assigned 235 markers to 18 linkage groups resulting
in map of 1705¢cM length in total. Linkage groups for chromosomes 1A, 7B and 4D could not be
established. For the first time map position of 137 DArT markers in wheat genome is presented. The A
genome consisted of 105 markers, the B genome 78, and the D genome only 52. On the D genome
many large sized gaps between markers on chromosomes were observed. The other chromosomes in
most cases were covered by markers irregularly with tendency to form clusters.

Key words: genetic linkage map, molecular markers, wheat
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WSTEP

Pszenica heksaploidalna (Triticum aestivum L. em. Thell) jest jednym z
najwazniejszych gatunkéw rolniczych na swiecie. W skali globalnej dostarcza blisko 55%
spozywanych weglowodanow (Gupta i in., 1999). Podobnie jak w przypadku innych roslin
uprawnych, postep hodowlany pszenicy opiera si¢ na efektywnym wykorzystaniu
dostepnej zmienno$ci genetycznej. W ostatnich trzech dekadach dodatkowe wsparcie w
pracach hodowlanych uzyskano ze strony nowych technologii DNA, zwlaszcza markerow
molekularnych. W ciagu tego okresu opracowano liczne markery DNA, z ktorych
najpopularniejsze to: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats lub microsatelity) i SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) (Botstein i in., 1980; Weber i May, 1989; Williams i in., 1990;
Vosiin., 1995; Chee i in., 1996). W ostatnich latach zostal opracowany nowy typ markera
DArT (Diversity Arrays Technology) wykorzystujacy mikromacierze DNA, ktory pozwala
na jednoczesng analizg kilku tysiecy loci rozproszonych po calym genomie, bez potrzeby
wczesniejszej znajomosci sekwencji. Markery DArT zostaly ostatnio zastosowane do
konstrukcji map genetycznych jeczmienia (Wenzel i in., 2004) i pszenicy (Akbari i in.,
2006).

W ciagu minionego okresu skonstruowano niewiele map genetycznych pokrywajacych
caty genom pszenicy (Liu i Tsunewaki, 1991; Gale i in., 1995; Rdder i in., 1998; Messmer
i in., 1999; Gupta i in., 2002; Paillard i in., 2003; Somers i in., 2004; Song i in., 2005;
Akbari 1 in., 2006). Wigkszos¢ z wymienionych powyzej map genetycznych powstata w
oparciu o populacje potomne wyprowadzone po skrzyzowaniu odmian lub linii bardzo
odleglych filogentycznie. Wynika to z niskiego poziomu polimorfizmu DNA
obserwowanego w pszenicy (Chao i in., 1989). W zwigzku z tym, zdecydowanie rzadziej
krzyzuje si¢ blisko spokrewnione odmiany Iub linie o dobrych cechach uzytkowych i
przystosowane do lokalnych warunkow glebowo-klimatycznych. Odmiany Liwilla i Begra
wystepowaly w Rejestrze Odmian odpowiednio w latach 1982-1990 i 1982-2003
(Centralny Os$rodek Badania Odmian Roslin Uprawnych, Stupia Wielka). Liwilla
charakteryzuje si¢ wysokim poziomem odpornos$ci na septoriozy zb6z i fuzarioze klosa, a
Begra podatnoscig (Arseniuk i in., 1995; Goéral, 2006).

Celem pracy bylto skonstruowanie wstgpnej mapy molekularnej pszenicy w oparciu o
populacje wyprowadzona po skrzyzowaniu polskich odmian o skrajnych reakcjach na
porazenie przez niektore patogeny.

MATERIAL I METODY

W pracy wykorzystano wcze$niej uzyskang populacj¢ mieszancowa odmian pszenicy
ozimej Liwilla i Begra (Czembor i in., 2003). Z pokolenia F; drogg androgenezy (pylniki)
w kulturach in vitro wyprowadzono 154 podwojone haploidy (DH).

Na potrzeby analiz molekularnych wyizolowano DNA przy uzyciu Plant DNeasy Mini
kit (Qiagen Inc., 27220 Turnberry Lane, Valencia, CA 91355, USA) z 94 linii DH i dwoch
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odmian rodzicielskich Liwilli i Begry. Probki DNA analizowano przy uzyciu markerow
DATrT 1 SSR. Dysponowano 328 parami starteréw amplifikujagcych w reakcji PCR loci
mikrosatelitarne (Roder i in., 1998; Pestsova i in., 2000; Somers i in., 2004; Song i in.,
2005). Jeden z pary stosowanych starterow mikrosatelitarnych byt znakowany na koncu 5°
jednym z barwnikoéw fluorescencyjnych (6-FAM, HEX lub TET). Reakcje zawsze
prowadzono w niskoprofilowanych cienkos$ciennych probéwkach (MJResearch, Inc., 149
Grove Street, Watertown, MA 02172, USA) przy wykorzystaniu termocyklerow
Mastercykler ep Gradient (Eppendorf AG, 22331, Hamburg, Niemcy) oraz UNO Il 1 T3
(Biometra GmbH, Rudolf-Wissell-Str. 30, D-37079 Goéttingen, Niemcy). Mieszanina
reakcyjna o objetosci 8 ul zawierata nastgpujace komponenty: 1 x buforu z dodatkiem
(NH4)2SO4 (MBI Fermentas, V. Graiciuno g. 8, 02241 Wilno, Litwa), 2,5mM MgCl,,
0,2mM kazdego z deoksynukleotydow, 0,5uM kazdego startera, 1 jednostke Taq
polimerazy (Fermentas) i okoto 24ng DNA. Program PCR realizowat etapy: 94°C/2 min.
wstepnej denaturacji, nastgpnie 10 cykli sktadajacych si¢ z etapow 94°C/30 sek.,
temperatura ‘przyklejania’ starterow wg danych literaturowych (Roder i in., 1998; Pestsova
i in., 2000; Somers i in., 2004; Song i in., 2005) przez 30 sek. i 72°C/1 min. oraz 30 (lub
20) cykli 90°C/30 sek., temperatura przyklejania starterow jak w poprzednich etapach
przez 30 sek. 1 72°C/1 min. Koncowy etap polimeryzacji przy temperaturze 72°C
przedtuzono do 5 min. Rozdziat i detekcje produktéw PCR prowadzono przy uzyciu
Analizatora DNA ABI 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA 94404, USA) stosujac w
zaleznosci od potrzeb 4,5% lub 4,75% denaturujacy zel poliakryloamidowy (Long Ranger,
Cambrex Bio Science, Rockland, ME 04841, USA).

Analiza probek DNA przy uzyciu markerow DArT zostata wykonana przez Triticarte
(Diversity Arrays Technology P/L -Triticarte P/L, 1 Wilf Crane Crescent, Yarralumla ACT
2600, Australia). W tej technologii opartej o mikromacierze DNA, analizowano wynik
hybrydyzacji wybranych 5137 wysoce polimorficznych loci pszenicy (Jaccoud i in., 2001;
Akbari i in., 2006).

Analize sprzezen przeprowadzono przy uzyciu programu komputerowego JoinMap 4
(Van Ooijen, 2006), stosujac warto$¢ minimalng LOD = 3,0 dla grupowania markerow oraz
metodg regresji do ustalenia sprzg¢zen wewnagtrz grupy. Pozycje markeréw na mapie
weryfikowano z opublikowanymi mapami genetycznymi pszenicy (Roder i in., 1998;
Pestsovaiin., 2000; Somers i in., 2004; Song i in., 2005; Akbari i in., 2006). Na otrzymanej
mapie markery DArT oznaczono prefiksem ,,wPt”, mikrosatelity prefiksami ,,gwm” (Roder
i in., 1998), ,,gdm” (Pestsova i in., 2000), ,,wmc” (Wheat Microsatellite Consortium,
http://wheat.pw.usda.gov) oraz ,,barc” (Song i in., 2005).

WYNIKI

W wyniku przeprowadzonych analiz molekularnych zidentyfikowano 269 polimor-
ficznych markeréw DATrT, dla ktérych otrzymano dane o segregacji w populacji potomnej.
Natomiast z 328 markeréw SSR, tylko 137 bylto polimorficznych i dla 103 okre$lono peing
segregacje. Wylonione markery polimorficzne pozwolity na wykluczenie z dalszej analizy
20 linii DH wykazujacych podobienstwo powyzej 99% do innych linii potomnych.
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Wskazuje to na wyprowadzenie w trakcie androgenezy w kulturach in vitro linii DH
bedacych klonami innych linii. Polimorficzne markery molekularne o pelnych danych o
segregacji w populacji potomnej w liczbie 372 zostaly wykorzystane do konstrukcji mapy
genetycznej. Poniewaz markery DArT i SSR w znakomitej wickszo$ci przypadkow sa
specyficzne dla danego chromosomu, mozna bylo otrzymane grupy sprz¢zeniowe
przypisa¢ do poszczegdélnych chromosoméw. W rezultacie otrzymano mapg genetyczng
dlugosci 1705¢cM ztozong z 235 markeréw molekularnych przypisanych do 18 grup
sprzgzeniowych (nie wyloniono grup sprzezeniowych dla chromosoméw 1A, 7B 14D) (rys.
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Rys. 1. Mapa molekularna genomu A pszenicy skonstruowanej w oparciu o populacje Liwilla x Begra.
Na mapie markery DArT oznaczono prefiksem ,,wPt”. Natomiast mikrosatelity wyr6zniono
oznaczeniem ,,gwm” (Réder i in., 1998), ,,gdm” (Pestsova i in., 2000), ,,wmc” (Wheat Microsatellite

Consortium, http://wheat.pw.usda.gov) oraz ,,barc” (Song i in., 2005)

Fig. 1. Molecular map of wheat A genome developed for population Liwilla x Begra. On the map DArT
markers are indicated by prefix ,,wPt”. Microsatellite markers are designated ,,gwm” (Réder et al.,
1998), ,,gdm” (Pestsova et al., 2000), ,,wmc” (Wheat Microsatellite Consortium,
http://wheat.pw.usda.gov) and ,,barc” (Song et al., 2005)
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Wigkszo$¢ ze 137 niezmapowanych markeréw usunigto z analizy z powodu znacznych
zaburzen segregacji odbiegajacych od modelu 1:1. Genom A otrzymanej mapy zawierat
105 markeréw (w tym 24 SSR), genom B 78 markerow (w tym 17 SSR), a najmniej 52
markery (w tym 16 SSR) przypisano do genomu D (tab. 1). Z posréd 178 zmapowanych
markerow DATrT, dla 137 podajemy w naszej pracy po raz pierwszy pozycj¢ na mapie
genomu pszenicy. Pozostate 41 markerow DArT zlokalizowano na mapach opisanych
przez Akbari i wsp. (2006) lub Semagn i wsp. (2006).
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Rys. 2. Mapa molekularna genomu B pszenicy skonstruowanej w oparciu o populacje Liwilla x Begra.
Na mapie markery DArT oznaczono prefiksem ,,wPt”. Natomiast mikrosatelity wyrézniono
oznaczeniem ,,gwm” (Réder i in., 1998 ), ,,gdm” (Pestsova i in., 2000), ,,wmc” (Wheat Microsatellite

Consortium, http://wheat.pw.usda.gov) oraz ,,barc” (Song i in., 2005)

Fig. 1. Molecular map of wheat B genome developed for population Liwilla x Begra. On the map DArT
markers are indicated by prefix ,,wPt”. Microsatellite markers are designated ,,gwm” (Roder et al.,

1998), ,,gdm” (Pestsova et al., 2000), ,,wmc” (Wheat Microsatellite Consortium,

http://wheat.pw.usda.gov) and ,,barc” (Song et al., 2005)
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Rys. 3. Mapa molekularna genomu D pszenicy skonstruowanej w oparciu o populacje Liwilla x Begra.
Na mapie markery DArT oznaczono prefiksem ,,wPt”. Natomiast mikrosatelity wyrézniono
oznaczeniem ,,gwm” (Réder i in., 1998), ,,gdm” (Pestsova i in., 2000), ,,wmc” (Wheat Microsatellite
Consortium, http://wheat.pw.usda.gov) oraz ,,barc” (Song i in., 2005)

Fig. 1. Molecular map of wheat D genome developed for population Liwilla x Begra. On the map DArT
markers are indicated by prefix ,,wPt”. Microsatellite markers are designated ,,gwm” (Roder et al.,
1998), ,,gdm” (Pestsova et al., 2000), ,,wmc” (Wheat Microsatellite Consortium,
http://wheat.pw.usda.gov) and ,,barc” (Song et al., 2005)

Kolejnos¢ markerow SSR na poszczegdlnych chromosomach byta zgodna z danymi
opublikowanymi przez Somers i wsp. (2004) oraz Song i wsp. (2005). Natomiast regionach
duzych skupien marker6w DArT na chromosomach 4A i 6A stwierdzono pojedyncze
przypadki wystepowania odmiennej kolejno$ci markeréw w porownaniu do map opisanych
przez Akbari i wsp. (2006) i Semagn 1 wsp. (2006). Wspomniana niezgodno$¢ dotyczy
nastepujacych markerow: wPt-2151, wPt-0610, wPt-7027 1 wPt-3524 (rys. 1). Dodatkowo
dwa markery z adnotacja Triticarte odno$nie przynaleznosci do chromosomu wPt-6012 na
1B 1 wPt-0610 na 3B w naszej analizie zostaly zmapowane odpowiednio na chromosomach
3A14A (rys. 1).

Wigkszo$¢ markerow byla rozmieszczona w sposob nieregularny na chromosomach.
Skonstruowana przez nas mapa zawiera 19 przerw rozmiarow 20-40cM 1 7 odcinkéw
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wigkszych niz 40cM (rys. 1, 2 1 3). Szczegolnie genom D, wykazywat liczne (11) i rozlegte
przerwy migdzy markerami na mapach chromosomow.

Tabela 1
Charakterystyka mapy genetycznej chromosoméw pszenicy (dlugos¢ i liczba markeréw) otrzymanych w
populacji mapujacej Liwilla x Begra
Features of genetic map of wheat chromosomes (length and number of markers) revealed for mapping
population Liwilla x Begra

Dlugo$¢ genetyczna chromosomu Dtugo$¢ genetyczna chromosomu Dlugo$¢ genetyczna
(cM)/liczba przypisanych (cM)/liczba przypisanych chromosomu (cM)/liczba
Chr. markerow Chr. markerow Chr. przypisanych markeréw
Chromosome length (cM)/number Chromosome length (cM)/number Chromosome length
of markers of markers (cM)/number of markers
1A — 1B 107/8 1D 58/9
2A 82/10 2B 97/20 2D 124/9
3A 108/21 3B 135/17 3D 98/17
4A 76/22 4B 67/9 4D —
SA 67/9 5B 107/11 5D 121/6
6A 43/18 6B 63/13 6D 134/8
TA 147/25 7B — 7D 66/3

* — Brak, Absencje
Chr. — Chromosom; Chromosome

DYSKUSJA

Opisywane w literaturze mapy genetyczne w celu otrzymania jak najwiekszej
zmienno$ci w populacji, zwykle opierajg si¢ na populacji potomnej wyprowadzonej z
krzyzowki migdzygatunkowej (Messmer i in., 1999), z udzialem linii syntetycznych
pszenicy (Roder i in., 1998) lub odmian dalece spokrewnionych (Akbari i in., 2006;
Semagn i in., 2006). W naszym przypadku, uzyte odmiany sg blisko spokrewnione,
poniewaz w rodowodach Liwilli i Begry wystepuje francuska odmiana Etoile de Choisy.
W zwigzku z tym, wiele rejonéw genomu osobnikow populacji potomnej nie bylo
polimorficznych, a wykrycie regiondw polimorficznych byto ograniczone mozliwo$ciami
uzytych markerow. Poprzednie proby wykrycia polimorfizmu w populacji Liwilla x Begra
(Czembor i in., 2003) przy uzyciu markerow SSR napotykaty na wiele trudnosci, dlatego
tez skorzystano z mozliwosci zastosowania markeréw nowej generacji DArT. Markery
DArT w wigkszym stopniu byly zdolne do wykrycia polimorfizmu DNA i stad wigksza ich
liczba zostala umieszczona na mapie genetycznej w porownaniu do markeréw SSR.
Otrzymana w naszych badaniach liczba polimorficznych loci DAIT (269), jest bardzo
zblizona do liczby polimorficznych markerow DArT (271) zidentyfikowanych w populacji
Arina (szwajcarska odmiana pszenicy ozimej) X NK93604 (norweska odmiana pszenicy
jarej) (Semagn i in., 2006).

Prezentowana w pracy mapa Liwilla x Begra jest stosunkowo krétka. Jezeli
przyjmiemy, ze catkowita dlugo$¢ mapy genetycznej pszenicy wynosi okoto 4000cM
(Sourdille i in., 2003), to nasza mapa stanowi zaledwie 42% tej dtugos$ci. Niemniej jednak,
opublikowane ostatnio mapy pszenicy utworzone przy zastosowaniu markeréw RFLP,
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AFLP, SSR i DArT mialy dtugos¢ 2937cM (Akbari i in., 2006) i 2595,5¢cM (Semagn i in.,
2006). By¢ moze zidentyfikowanie dodatkowych markerow AFLP i SSR w populacji
Liwilla x Begra przyczynitoby si¢ do wydluzenia mapy genetyczne;.

W trakcie konstruowania mapy cz¢s$¢ markeréw zostata wykluczona z dalszej analizy z
powodu znacznych zaburzen w segregacji odbiegajacych od modelu 1:1. Zaburzenia w
segregacji markerow moga prowadzi¢ do powstawania fatszywych sprzgzen i obnizenia
warto$ci rekombinacji (Kammbholz i in., 2001). Czesto napotyka si¢ na ten problem w
trakcie budowania mapy genetycznej i moze on dotyczy¢ nawet 20,4% segregujacych
markeréw (Semagn i in., 2006). Przypisuje si¢ wystepowanie tego zjawiska réznym
procesom o podtozu genetycznym uaktywnianym w trakcie kultur in vitro, np. aktywnosé
genow gametocydalnych (Gc), czy tez genu powodujacego niezywotno$¢ pytku (pollen
killer, Ki) (MclIntosh i in., 1998).

Stwierdzono zdecydowanie mniejszg liczb¢ markeréw zmapowanych w genomie D w
poréwnaniu do dwoch pozostatych genomow. Znaczaco mniejszg liczbe markerow DArT
przypisang do genomu D réwniez odnotowat Akbari i wsp. (2006) oraz Semagn i wsp.
(2006). We wczesniejszych badaniach odnotowano t¢ samg prawidlowos¢ przy zastoso-
waniu markeréow SSR (Roder i1 in., 1998; Song i in., 2005), co stato si¢ impulsem do
opracowania dodatkowych markerow wylacznie dla genomu D (Pestsova i in., 2000).
Wisrdd trzech chromosomow 1A, 7B 14D, dla ktorych nie udato si¢ utworzy¢ grup sprzezen
przy uzyciu markeréw DArT i SSR, chromosom 4D nie wystgpowal rowniez na mapie
ustalonej (przy uzyciu tego samego typu markerow) przez Akbari i wsp. (2006), a grupa
sprzezen korespondujaca z tym chromosomem na mapie utworzonej przez Semagn i wsp.
(2006) byta najkrotsza.

Utworzona mapa posiada petng zgodno$¢ pozycji markerow SSR z mapami
opublikowanymi przez Somers i wsp. (2004) i Song i wsp. (2005), ktore sa uznawane za
najbardziej wiarygodne. W przypadku markerow DArT w kilku przypadkach stwierdzono
niezgodno$¢ pozycji w porownaniu do wezesniej opublikowanych map (Akbari i in., 2006;
Semagn i in., 2006). Dotyczy to glownie rejonéw o duzym skupieniu markerow na krotkim
odcinku mapy. Przy stosunkowo malej liczebnosci populacji mapujacej (74 osobnikoéw)
wydajno$¢ algorytmu ustalajacego pozycje markera wzgledem pozostatych maleje wraz z
ograniczeniem dostepnosci liczby przypadkéw o odmiennym genotypie. Stad mozliwe jest
ustalenie innej kolejnosci marker6w w danym rejonie w poréwnaniu do opisywanych w
literaturze. Niezgodnosci miedzy mapami dotgd opublikowanymi (Liu i Tsunewaki, 1991;
Gale i in., 1995; Roder i in., 1998; Messmer i in., 1999; Gupta i in., 2002; Paillard i in.,
2003; Somers i in., 2004; Song i in., 2005) w pozycji markerow nie sa niczym niezwyktym
i mozna je stwierdzi¢ poréwnujac wspomniane mapy przy uzyciu aplikacji CMap na stronie
GrainGenes (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml). Nalezy pamigta¢, ze proces
tworzenia mapy jest oparty o metody statystyczne (obarczone rOwniez pewnym poziomem
btedu), ktére podaja wzgledna pozycje danego markera odno$nie pozostatych markerow
(Van Ooijen, 2006).

Mata liczba zmapowanych markeréw w genomie D przyczynila si¢ rowniez do
wystepowania licznych i1 rozlegtych przerw w tym genomie. Podobnych rozmiardéw
zjawisko obserwowano przy konstrukcji mapy pszenicy przez Roder i wsp. (1998) oraz
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Semagn i wsp. (2006). Generalnie nizszy poziom zmienno$ci obserwowany w genomie D
w poréwnaniu do A i B, przypisuje si¢ stosunkowo niedawnej introgresji tego genomu do
pszenicy uprawnej (Calldwell i in., 2004).

Uzyskana mapa genetyczna Liwilla x Begra pozwolita na wylonienie regionow
polimorficznych, ktére w dalszych badaniach bedg analizowane pod katem wystepowania
loci zwigzanych z odpornoscig na patogeny.

WNIOSKI

1. Wykazano przydatno$¢ populacji mieszancowych odmian pszenicy ozimej blisko
spokrewnionych do wyznaczania mapy genetycznej przy zastosowaniu markerow
molekularnych.

2. Bliskie pokrewienstwo uzytych odmian (ograniczona zmienno$¢ genetyczna populacji
potomnej) wptynegto na przecigtne wysycenie mapy genetycznej markerami.

3. Markery DArT potwierdzily swoje walory jako system wykrywania polimorfizmu
DNA w sposob szybki i wydajny.
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