DOI: 10.37317/biul-2006-0061

NR 240/241 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN

2006

PAWEL KRAJEWSKI !

JAN BOCIANOWSKI 2

MAGDALENA GAWLOWSKA !

ZYGMUNT KACZMAREK 1

TOMASZ PNIEWSKI !

WOJCIECH SWIECICKI !

BOGDAN WOLKO!

! Instytut Genetyki Ros$lin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

2 Katedra Metod Matematycznych i Statystycznych Akademii Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego
w Poznaniu

Identyfikacja i charakterystyka ekspresji genow
determinujgcych cechy zwigzane z plonowaniem

W kombinacjach krzyzéwkowych grochu”

Identification and characterization of expression of genes determining traits

connected with yield in cross combinations of pea

W pracy przedstawione sg wstepne wyniki badan prowadzonych na podstawie linii uzyskanych

z kombinacji krzyzowkowych Wt11238 x Wt3557 i Wt10245 x Wt11238 grochu Pisum sativum L.,
zmierzajacych do opisu dziatania loci determinujacych cechy zwigzane z plonowaniem. Podane sa
rezultaty doswiadczenia jednorocznego prowadzonego w dwu srodowiskach. Opisana jest zastosowana
metoda statystyczna mapowania loci cech ilosciowych, ktéra uwzglednia sposob otrzymania linii
i pozwala na oceng efektow addytywnego dziatania gendw oraz dominacji.

Stowa kluczowe: addytywne dziatanie genéw, dominacja, groch, loci cech ilosciowych

The paper contains preliminary results of the research carried out on the basis of lines obtained
from cross combinations Wt11238 x Wt3557 and Wt10245 x Wt11238 of pea, Pisum sativum L., with
the aim to describe the actions of loci that determine traits affecting pea yield. The results of a one-year
experiment conducted at two locations are presented. The mapping method is described, which takes
into account the way in which the lines have been derived, and makes possible to estimate the effects
of the additive gene action as well as of the dominance.
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WSTEP

Identyfikacja gendéw odpowiedzialnych za cechy iloSciowe (QTL) jest metoda
genetyczno-statystyczng polegajaca na znalezieniu zwigzku pomiedzy obserwacjami
fenotypu roélin a obserwacjami genotypu dokonanymi z wykorzystaniem markerow
morfolgicznych, izoenzymatycznych lub molekularnych. Metoda ta jest stosowana od
okoto 15 Iat, jakkolwiek potencjalne mozliwosci ,,mapowania” cech ilo$ciowych zostaly
zauwazone juz w latach sze$¢dziesiatych. Podstawowym problemem, na jaki napotykaja
hodowcy pragnacy wykorzystaé wyniki eksperymentalne w praktyce, jest brak
powtarzalnosci wynikoéw, zarowno w doswiadczeniach prowadzonych w réznych
srodowiskach lub latach, jak i wérod réznych populacji stosowanych w badaniach. Tym
niemniej do rutynowej praktyki hodowlanej weszto juz testowanie materialow za pomoca
markeréw zwigzanych np. z odpornoscig na choroby, ktora jest szczegélnym przypadkiem
,prostej” cechy ilosciowej. Wyniki wykorzystania markerow do selekcji w odniesieniu do
typowych cech ilosciowych w jeczmieniu przedstawili juz m.in. Ullrich i wsp. (2004) oraz
Barr i wsp. (2004).

Jedna z przyczyn trudnos$ci z wykorzystaniem znalezionych loci cech ilosciowych moze
by¢ stosowanie w badaniach uproszczonego modelu genetycznego, zaktadajacego jedynie
addytywne i dominujgce dziatanie gendw, a takze uproszczonego modelu statystycznego
nieoddajacego nalezycie faktycznej sytuacji do$wiadczalnej. Celem podjetego przez
autorow tej pracy projektu jest zbadanie mozliwosci pokonania pierwszego ztych
problemdw przy wykorzystaniu propozycji podanych przez Charcosseta i wsp. (1994) oraz
Janninka i Jansena (2001) rozwazajacych schemat krzyzowania, w ktorym wykonuje si¢
trzy krzyzowania AXB, AxC iBxC pomiedzy trzema homozygotycznymi liniami
rodzicielskimi A, B i C. Podejscie to umozliwia ocen¢ dziatania gendow na ,,tle” réznych
genoméw. W niniejszej pracy zajmujemy si¢ jednak problemem drugim: przedstawiamy
wyniki zastosowania modelu statystycznego, ktory lepiej niz istniejace w literaturze
opisuje dane uzyskane w przeprowadzonych doswiadczeniach.

W opisywanych badaniach uzywamy dwie populacje linii uzyskane z dwu kombinacji
krzyzoéwkowych grochu, wykorzystane uprzednio przez Irzykowska i wsp. (2002), Wolko
i wsp. (2002), Irzykowska i Wolko (2004) oraz Gawtowska (2004). Ze wzgledu na sposob
prowadzenia linii, nalezy dopusci¢ mozliwos$¢ istnienia w pewnych liniach tych populacji
ro§lin heterozygotycznych, przy czym ich czgsto§¢ moze by¢ wicksza niz typowe
pozostatosci heterozygotycznosci obserwowane w pokoleniach linii wsobnych. W pracy
zaprezentowano ide¢ metody mapowania wynikajacej z wyprowadzenia modelu
probabilistycznego linii oraz zastosowanie tej metody do wynikéw doswiadczenia
jednorocznego prowadzonego w dwu srodowiskach.
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MATERIAL I METODY

Material roslinny

Materiat do badan stanowity linie pokolenia Fg grochu uzyskane z roslin F> dwu
kombinacji krzyzowkowych: Wt11238 x Wt3557 (Q1, 110 linii) i Wt10245 x W1t11238
(Q2, 101). Linie rodzicielskie Wt3557 i Wt10245 sg formami uprawnymi; linia Wt11238
jest formg testowa posiadajgca charakterystyczne geny markerowe. Linie potomne zostaty
uzyskane poprzez pobieranie prob nasion i wysiewanie kolejnych pokolen w kolejnym
roku. Linie iformy rodzicielskie badano w roku 2003 w doswiadczeniu zatozonym
w uktadzie blokéw kompletnych, w trzech powtorzeniach, 5 roslin na poletko, w dwu
srodowiskach: Poznan, Wiatrowo. W doswiadczeniach obserwowano nastgpujace cechy:
liczbe strakoéw na roslinie (LSR), plon nasion (g) (PLN), liczbe¢ strgkdéw na osadce (LSO),
liczbe nasion w strgku (LNS), mas¢ 1000 nasion (g) (MTN). Obserwacji markerowych
dokonano w pokoleniu F», przy czym w liniach populacji Q1 obserwowano polimorfizm
86 segregujacych markeréw, w liniach Q2 — 182 markeréw. Wérdod wykorzystanych
markerow byty markery morfologiczne, izoenzymatyczne oraz markery DNA generowane
za pomocg PCR (AFLP, RAPD, STS). Mapy sprzezen markerow dla obu populacji
wykonano za pomocg programu JoinMap 3.0.

Mapowanie loci cech ilo§ciowych

Ze wzgledu na sposob uzyskania linii grochu nalezy zatozy¢, iz w badanym pokoleniu
wsrod roslin nalezacych do linii pochodzacych od heterozygotycznych osobnikoéw
pokolenia F> moga wystepowac heterozygoty. Znane modele statystyczne stosowane do
mapowania genow na podstawie linii homozygotycznych nie opisujg dobrze takiej sytuacji
eksperymentalnej. Aby okresli¢ lokalizacje QTL, postuzono si¢ metoda regresji
wielokrotnej (Haley i Knott, 1992; Sari-Gorla i in., 1997; Calinski i in., 2000). Zatozono,
ze szukane loci sa w pelni sprzezone z dostgpnymi markerami, co implikuje zastosowanie
regresji cechy ilosciowe] wzgledem obserwacji markerowych bez wykorzystania
mapowania przedziatlowego. Znaleziono dokladny model probabilistyczny opisujacy
proporcje roslin homo- i heterozygotycznych w poszczegdlnych liniach, w zaleznosci od
genotypu wyjsciowych roslin F2 i w zaleznosci od badanego pokolenia (Krajewski i in.,
2004). Model uwzglednia dwa typy markeréw: kodominacyjne i dominacyjne. Wyliczone
proporcje pozwalaja modelowa¢ warto$¢ oczekiwang S$redniej arytmetycznej cechy
ilosciowej dla linii jako funkcj¢ liniowag obserwacji markerowych, przy czym wspot-
czynniki tej funkcji (wspodtczynniki regresji) odpowiadajg efektom dziatania addytywnego
i efektom dominacji poszczegdlnych QTL (ze wzgledu na pewne zaleznosSci liniowe
wystepujace w modelu regresyjnym, efekty dominacji ocenia¢ mozna tylko dla loci
sprzgzonych z markerami kodominacyjnymi). Estymacje¢ efektéw wykonano metoda
najmniejszych kwadratow, stosujac selekcje krokowa w przod dla znalezienia efektow
istotnych statystycznie. Przed wykonaniem obliczen dokonano oszacowania brakujacych
obserwacji markerowych metoda analogiczng do opisanej i stosowanej uprzednio dla linii
homozygotycznych (Martinez i Curnow, 1994; Sari Gorla iin., 1997). ldea tej metody
polega na tym, ze do szacowania brakujgcych obserwacji markerowych wykorzystuje si¢
dostepne obserwacje markerow flankujacych, przy zalozeniu braku podwojnego crossing-
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over, oraz odpowiednio wyliczone prawdopodobienstwa warunkowe. Opracowana metodg
mapowania loci cech ilo$ciowych zastosowano niezaleznie do danych uzyskanych dla
kazdej z dwu populacji linii i dla kazdego z dwu srodowisk.

Obliczenia statystyczne wykonano programem Genstat (wersja 8).

WYNIKI

Tabela 1 przedstawia warto$ci $rednie dla linii pochodzacych z kombinacji krzyzow-
kowych Q1 i Q2, badanych w dwu $rodowiskach. Nalezy zauwazy¢, Zze obserwowane
plony sg niskie, przy czym zanotowano duze réznice w poziomie ekspresji cech w obu
srodowiskach, z wyjatkiem masy tysigca nasion.

Tabela 1
Wartosci Srednie dla cech determinujacych plon linii grochu pochodzacych z kombinacji
krzyzowkowych Q1 i Q2 w poszczegdélnych miejscowosciach (w nawiasach podano odchylenie
standardowe)
The means for the traits determining yield in pea lines obtained from cross combinations Q1 and Q2,
observed at two locations (standard deviations given in brackets)

Cecha Q1 Q2
Trait Poznan [ Wiatrowo Poznan | Wiatrowo
Liczba strakow 7,71 14,54 7,80 18,46
Pod number (2,35) (4,34) (2,84) (5,13)
Plon nasion w g 4,50 9,98 4,17 14,01
Grainyielding (1,61) (3,50) (2,19 (5,51)
Liczba strakow na osadce 1,36 1,59 1,28 1,63
Pod number per peduncle (0,15) (0,14) (0,15) (0,12)
Liczba nasion w straku 344 4,14 2,78 3,85
Seed number per pod (0,63) (0,52) (0,63) (0,59)
Masa 1000 nasion w g 179,25 166,74 192,93 193,39
1000 grains weight in g (29,44) (31,55) (32,90) (36,45)
Tabela 2
Wartosci Srednie dla linii rodzicielskich
Mean values for parental lines
Cecha Linia rodzicielska Q1 Q2
Trait Parental line Poznan |  Wiatrowo Poznan |  Wiatrowo
Liczba strakow W1t11238 6,36 13,65 5,78 9,93
Pod number Wt3557 6,27 21,11
W1t10245 19,39 31,87
Plon nasion w g W1t11238 2,38 6,03 2,11 4,44
Grain yield in g Wt3557 571 21,86
W110245 14,68 35,20
Liczba strakow na osadce Wwil1238 131 1,54 116 173
Pod numbzr per peduncle WI3S57 1,42 1,58
W110245 145 1,68
Liczba nasion w straku Wit11238 3,33 3,92 3,26 3,92
Seed number per pod WI3557 4,40 5,06
W1t10245 2,52 3,20
Masa 1000 nasion w g Wit11238 122,72 112,22 123,09 111,46
1000 grains weightin g WISS57 203,89 210,01
Wt10245 333,78 330,97
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Tabela 2 podaje odpowiednie wartosci dla form rodzicielskich. Dla Q1, charaktery-
styczna jest przewaga linii Wt3557 nad linig Wt11238 pod wzgledem plonu, liczby nasion
w strgku i masy 1000 nasion obserwowana w obu doswiadczeniach. Dla Q2, linia Wt10245
wyraznie dominuje nad linig Wt11238 pod wzgledem liczby stragkow, plonu i masy 1000
nasion; sytuacja jest odwrotna pod wzgledem liczby nasion w straku.

W tabeli 3 podano wyniki analizy wariancji zastosowanej do stwierdzenia istotnosci
interakcji linii ze $rodowiskami. Znaczacg interakcje stwierdzono pod wzgledem cech
PLN, LNSi MTN dla linii populacji Q1 i pod wzgledem wszystkich cech dla linii populacji
Q2. Obliczajac wspotczynniki korelacji liniowej pomigdzy wartosciami srednimi dla linii
obserwowanych w dwu srodowiskach stwierdzono, iz interakcja dla cechy MTN ma
charakter iloSciowy, to znaczy nie powoduje znacznych zmian jezeli chodzi
0 uporzadkowanie linii pod wzgledem warto$ci sredniej w dwu srodowiskach. Przeciwng
sytuacje stwierdzono dla populacji Q2, cech LSR, PLN i LSO, gdzie wyliczone korelacje
byty bardzo niskie.

Tabela 3
Wyniki analizy wariancji — $rednie kwadraty dla interakcji linie x miejscowosci i bledu
Results of analysis of variance — mean squares for lines x locations interaction and for error

Cecha L 2
Trai interakcja btad interakcja btad
rait . : . :
interaction error interaction error

Liczba stragkéw 22.70 18,53 40,84** 26,71
Pod number
Plon nasion (g) " o
Grain yield (g) 14,73 10,92 42,71 18,82
Liczba strakow na osadce 0,029 0,035 0,046* 0,034
Pod number per peduncle
Liczba nasion w straku 0,46%* 0,30 0,61%* 041
Seed number per pod
Masa 1000 nasion (g) 838,7+ 5639 1414,0%* 982,7

1000 grains weight (g)
*, ** Oznacza istotnos$¢ na poziomie 0,05 i 0,1
*, ** Denotes significance at the level of 0.05 and 0.01

W tabeli 4 przedstawiono wyniki mapowania loci zwigzanych z cechami iloSciowymi
obserwowanymi w doswiadczeniu, w aspekcie efektow dziatania addytywnego. W po-
szczegblnych doswiadczeniach liczba znalezionych QTL o istotnych efektach addytyw-
nych wahata si¢ od 2 do 7. W tabeli podano nazwy markerow, ktorych istotno$¢ powtarzala
si¢ w obu doswiadczeniach.

Nie stwierdzono dominacyjnego dziatania QTL w populacji Q1. W populacji linii Q2
stwierdzono sze$¢ istotnych efektow dominacji (dwa dla PLN, jeden dla LSO, trzy dla
LNS). Efekty dominacji dla liczby nasion w strgku przejawiaty sie w obu $rodowiskach
i przedstawione sg w tabeli 5. Nalezy zaznaczy¢, ze we wszystkich przypadkach ocena
efektu dominacji byta (co do wartosci bezwzglednej) znacznie wigksza niz oceny efektow
addytywnych.
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Tabela 4
Liczba markerow wykazujacych sprzezenie z QTL o istotnych efektach addytywnych dla
poszczegolnych cech w doswiadczeniach z liniami Q1 i Q2 oraz markery wspolne dla obu miejscowosci
The number of markers linked to QTL with additive effects, for all measured traits and for two
populations of lines Q1 and Q2, and markers declared as significant in both locations

Kompinacja Cecha Micj SCOWOéé Markery wspélne dla obu miejscowosci?
krzyzowkowa Trait Location Marers cgmmon for both I(!)cationsa
Cross combination Poznan | Wiatrowo
LSR 3 4
PLN 3 5 [Lip2, d] (I, Wt3557), [GP, TE] (V, Wt3557)
Q1 LSO 3 2
LNS 4 3
MTN 3 8 C10a (111, Wt3557), GP (V, Wt3557)
LSR 4 6
PLN 4 6 R (V, Wt10245)
Q2 LSO 6 2 [C1532, afp4c] (111, Wt11238)
LNS 3 7 Afp15h (11, Wt11238), Lap2 (111, Wt11238)
MTN 6 6 Lap2 (111, Wt10245), TL (V, Wt10245)

2 Podanie w nawiasie kwadratowym dwu markerdow oznacza, ze w roznych do§wiadczeniach stwierdzono istotnosé
markerow roznych, lecz bezposrednio sasiadujacych na mapie sprze¢zen; w nawiasach podano numer grupy sprze¢zen, do
ktorej marker nalezy oraz nazwe linii rodzicielskiej wnoszacej pozytywne allele.

2 Two marker names given in square brackets mean that in two locations the significant markers were different, but they
were neighbors in the linkage map; in round brackets there is a number of the linkage group, to which the markers belong,
and a name of the parental line providing positive alleles.

LSR — Liczba strakow na ro$linie; PLN — Plon nasion; LSO — Liczba strakoéw na osadce; LNS — Liczba nasion

w straku; MTN — Masa 1000 nasion

Tabela 5
Zestawienie istotnych efektow dominacyjnych stwierdzonych w populacji linii kombinacji
krzyzéwkowej Q2
Dominance effects discovered in the population of lines from cross combinations Q2

Cecha Marker Grupa sprzg¢zeniowa  Allel dominujacy Srodowisko

Trait Marker Linkage group Dominant allele Location
Plon nasion (g) L109 VII Wt11238 Poznan
Grain yield (g) Est2 VI Wt10245 Poznan

Liczba strakow na osadce

Pod number per peduncle Pgd-p Vil wi11238 Poznan

Liczba nasion w straku Aat-p 1l Wt10245 Wiatrowo
Est2 Vil Wt10245 Poznan

Seed number per pod Pgd-p vii Wt11238 Wiatrowo

Dla przyktadu, oceny wymienionych w tabeli 5 efektow dominacji dla plonu, markerow
Est2 i L109, wynosily odpowiednio -17,1 i19,7, przy ocenach efektow addytywnych
(innych loci) od -0,74 do 0,94 i wartosci $redniej dla tej cechy wynoszacej 4,50 (tab. 1).
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DYSKUSJA

Przedstawione w pracy wyniki dotyczace oceny linii rodzicielskich, linii potomnych,
a takze oceny parametréw genetycznych opisujacych dziatanie loci zwigzanych z cechami
ilo§ciowymi traktujemy jako wstepne; konieczna jest ich weryfikacja w do§wiadczeniach
prowadzonych w kolejnych latach. Obecnie mozemy powiedzieé, ze relacje stwierdzone
pomigdzy poziomem ekspresji cech u form rodzicielskich potwierdzaja znane wlasnosci
tych linii.

Opracowana metoda lokalizacji i estymacji parametrow jest prawdopodobnie whasciwa
W zakresie parametréw addytywnego dziatania genéw. Uwzglednione w modelu efekty
dominacji sg przeszacowane, co moze wynika¢ z liczniejszej niz przewiduje model
probabilistyczny obecnos$ci roslin heterozygotycznych. Uzyskane oceny nie musza wigc
swiadczy¢ o wystapieniu zjawiska naddominacji. Nalezy przy tym zauwazy¢, ze tylko
efekty bardzo znaczace mogg by¢ znalezione opisywang tu metoda.

Doswiadczenia prowadzone w kolejnych latach pozwola na znalezienie loci o efektach
przejawiajacych si¢ w roéznych warunkach s$rodowiskowych. Ponadto dotaczenie do
doswiadczen potomstwa trzeciej kombinacji krzyzéwkowej, Wt3557 x Wt10245, wniesie
mozliwo$¢ dokladniejszego wnioskowania o sposobie dziatania interesujacych genow.
Odpowiednie wyniki zostang opublikowane w nastepnych pracach.
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