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Mapowanie sprzezeniowe 1 asocjacyjne owsa
ZWYyczajnego

Linkage and association mapping of oat

Stowa kluczowe: identyfikacja QTL, mapowanie asocjacyjne, mapowanie sprzgzeniowe, mieszance
mig¢dzygatunkowe, mieszance miedzyodmianowe

Owies zwyczajny (Avena sativa L.) jest trudnym obiektem badawczym zaréwno
w klasycznych analizach genetycznych, jak i1 badaniach molekularnych, z uwagi
na skomplikowang strukture genomowg. Rozwdj badan nad owsem w duzej mierze jest
limitowany brakiem konsensusowej mapy genetycznej opracowanej w oparciu o ogdlnie
dostepne markery molekularne. Pierwszym etapem uzyskania tego typu mapy jest
wyprowadzenie wielu biparentalnych populacji mapujacych doprowadzonych do za-
awansowanych linii wsobnych. Szczegotowe mapy konsensusowe umozliwiajg
typowanie markeré6w genetycznych sprz¢zonych z cechami uzytkowymi efektywnych
na szerokiej puli genetycznej. Inng metoda poszukiwania markeréw jest mapowanie
asocjacyjne (Brachi i in., 2010). Polega ono na okresleniu powigzania markerow
genetycznych z cechami morfologicznymi, fizjologicznymi czy biochemicznymi przy za-
stosowaniu odpowiednich modeli statystycznych (Rex, 2013). Dzigki takiemu podejsciu
mozliwa staje si¢ identyfikacja markerow asocjowanych z QTL cech wielogenowych.
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Do mapowania asocjacyjnego wykorzystuje si¢ niespokrewnione i zréznicowane pod
wzgledem badanych cech odmiany i homozygotyczne linie, ktore poddaje si¢ szczegoto-
wemu fenotypowaniu i precyzyjnemu genotypowaniu. Do profilowania DNA wykorzy-
stywane sg metody skanujace duza czes¢ genomu np. GBS (Huang i in., 2014), DArTseq
czy DATT (Elshire i in., 2011; Sansaloni i in., 2011; Kilian i Graner, 2012).

Celem zadania bylo wyprowadzanie nowych populacji mapujacych, kontynuowanie
rozmnozen materiatow przeznaczonych do uzyskania zaawansowanych miedzy-
odmianowych 1 miedzygatunkowych rekombinacyjnych linii wsobnych, identyfikacja
QTLi dla wybranych cech w populacji mapujacej RIL E5S6 wyprowadzonej w oparciu
o krzyzowanie biparentalne A. fatua 216 x A. sativa ‘Sam’, identyfikacja sekwencji
DARTseq ro6znicujacych osypujace 1 nieosypujace linie populacji ES56, analiza
asocjacyjna MTZ linii i odmian A. sativa, jak roéwniez identyfikacja i testowanie
potencjalnych markeréw asocjowanych z wysokos$cig ro$lin.

W ramach projektu wyprowadzono kolejne migdzyodmianowe populacje mapujace
oraz mig¢dzygatunkowe populacje A. fatua x A. sterilis oraz A. sterilis X A. fatua.
Otrzymano cztery nowe kombinacje mieszancowe z genami kartowatosci Dw: ‘Palestine
Dwarf” x ‘Bingo’ oraz ‘Palestine Dwarf® x ‘North Caroline’. Srednia efektywno$é
wszystkich przeprowadzonych krzyzowan wyniosta 9,54%. Kontynuowano rozmnozenia
dotychczas wyprowadzonych mi¢dzyodmianowych i1 migdzygatunkowych populacji
reprezentujacych pokolenia F; — Fg.

Przeprowadzono fenotypowanie mi¢dzygatunkowej populacji mapujacej RIL Fg E56
A. fatua 216 x A. sativa ‘Sam’. Analizowano wysokos$¢, liczbe pedow produkcyjnych
i niedogonéw, dtugo$¢ wiechy, liczbe kloskoéw, podatnos¢ na osypywanie i obecnosé
osci. Dokonano oceny 10 roslin z kazdej linii RIL. W sumie ocenie poddano 150 linii
oraz po 30 roslin rodzicielskich. Linie RIL F8 E56 charakteryzowaty si¢ wysoka
zmiennos$cig pod wzgledem badanych cech, ponadto u mieszancow obserwowa¢ mozna
bylo przekroczenie wartosci cech rodzicielskich i tego typu sytuacje odnotowano
w przypadku wysokosci, liczby pedow produkcyjnych, dlugosci wiechy i liczby ktoskow
w wiesze. W poréwnaniu z formami rodzicielskimi wysoko$¢ roslin byla bardziej
zblizona do A. fatua, anizeli do A. sativa. Pomimo duzej liczby ktoskow u A. sativa,
srednia ilo§¢ formowanych kloskow w wiesze u mieszancow wyniosta zaledwie 49,2
i byta nizsza anizeli Srednia warto$¢ tej cechy u A. fatua (52,4), przy czym w wiechach
poszczegblnych linii RIL stwierdzono wystgpowanie od 18,8 do 133,4 kloskow.
Okreslajac rozktad wartosci cechy w populacji stwierdzono, ze tylko wysokos¢ roslin
i dlugos¢ wiechy sa dopasowane do rozkladu normalnego. Analiza korelacji cech
wykazata, ze dlugo$¢ wiechy jest pozytywnie skorelowana z wysokoscig oraz z liczba
ktoskow. Dodatnig korelacje stwierdzono réwniez pomi¢dzy osypywaniem, a liczbg oSci.

Fenotypowaniu poddano réwniez rekombinacyjne linie wsobne mi¢dzyodmianowe;
populacji mapujacej Fs E101 (Bingo x STH 9787) oraz formy rodzicielskie tej populacji.
Wysokos¢ linii wahata si¢ $rednio od 53,6 cm do 129,2 cm, przy czym $rednia wysokos$¢
dla populacji wyniosta 89,2 cm. Srednia dlugo$¢ wiechy wsrod linii RIL (20,1 cm) byta
wigksza, anizeli stwierdzona u obu form rodzicielskich, ponadto zréznicowanie wsrod
linii byto bardzo duze i dtugo$¢ wiechy wahata si¢ od zaledwie 12,3 do 27,7 cm. Pomimo
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duzej liczby ktoskéw formowanych w linii ojcowskiej STH 9787, $rednia ilo$¢ ktoskow
w wiesze u mieszancOw wyniosta zaledwie 52,2, przy czym w wiechach stwierdzono
wystepowanie od 31,0 do 101,3 kloskdéw. Masa ziarniakdw z wiechy u mieszancow byta
wyzsza, anizeli u obu form rodzicielskich. Okreslajac rozktad wartosci cechy w populacji
stwierdzono, ze tylko w przypadku dlugosci wiechy jest on dopasowany do rozktadu
normalnego, podczas gdy pozostale cechy nie wykazujg takiego dopasowania. Analiza
korelacji cech wykazala, ze wysoko$¢ jest pozytywnie skorelowana z dtugo$cia wiechy
imasg ziarniakow. Pozytywna korelacj¢ zaobserwowano rowniez pomigdzy liczba
ktoskow a liczbg i masg ziarniakéw oraz pomigdzy liczbg a masg ziarniakow.

Genotypowaniu metoda DArTseq poddano 120 linii reprezentujacych populacje
mapujacg F, E822 (4. sterilis 172a x A. sativa), 150 linii RIL E101 (4. sativa STH9787 x
A. sativa ‘Bingo’) oraz formy rodzicielskie. Dane uzyskane dla populacji E822 postuza
do weryfikacji markerow dla cech zwigzanych z udomowieniem owsa uzyskanych
w oparciu o analizy genetyczne populacji E52 1 E56.

Celem tematu byta rowniez identyfikacja QTLi dla wybranych cech w oparciu o po-
pulacje mapujaca Fy E56 (4. fatua 216 x A. sativa ‘Sam’). Dla osypywania w populacji
ES6 zidentyfikowano tylko jeden bardzo silny QTL. Wartos¢ LOD dla tego QTL
wynosita 67,7, za$ odziedziczalnos¢ 63,7%. W przypadku wysokos$ci zidentyfikowano 8
QTLi w obrgbie 6 grup sprzegzen.

Z wykorzystaniem danych fenotypowych 370 odmian i linii przeznaczonych do mapo-
wania asocjacyjnego oraz danych genotypowych uzyskanych metoda DArTseq
przeprowadzono analiz¢ asocjacyjng dla masy tysigca ziarniakow z zastosowaniem metod
GLM (general linear model — ogdlny model liniowy) oraz MLM (mixed linear model —
wielokrotny model liniowy). Umozliwiala ona identyfikacj¢ 2 markeroéw silicoDArT oraz
4 markerow DArTseq, ktore asocjowaly z masg tysigca ziarniakow okres$long
na podstawie wynikow uzyskanych w trzech latach badan (4 powtorzeniach).
W przypadku 48 markerow stwierdzono asocjacj¢ z masg tysigca ziarniakow w trzech
sposrod czterech niezaleznych analiz.

Wykorzystujgc zidentyfikowane w roku poprzednim sekwencje zasocjowane z wyso-
kos$cig roslin do wybranych z nich zaprojektowano markery specyficzne. Reakcje PCR
przeprowadzono dla odmian i linii o skrajnych fenotypach. Najlepsze dopasowanie
segregacji markera asocjowanego z wysokoscia roslin do fenotypu uzyskano dla dwoch
par starteréw.

Zidentyfikowane w roku poprzednim markery SRAP sprzgzone z karlowatoscia
warunkowang genem Dw7 poddano klonowaniu i konwersji do warunkow specyficznego
PCR. W oparciu o wyniki przeprowadzonych badan do identyfikacji recesywnego allelu
genu kartowato$ci dw7 wytypowano kombinacje specyficznych starterow.

W kolejnym etapie prowadzonych analiz zidentyfikowano sekwencje DARTseq
roéznicujace osypujace i nieosypujace linie populacji ES6. Zidentyfikowano 16 takich
sekwencji, a analiza BLAST wykazala ich wysokie podobienstwo do znanych genow
w innych gatunkach traw, szczegélnie biorgcych udziat w kondensacji dtugotancucho-
wych kwasow tluszczowych.
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WNIOSKI

1. Fenotypowanie migdzygatunkowej populacji mapujacej RIL Fg ES6 A. fatua 216 x
A. sativa ‘Sam’ oraz mi¢dzyodmianowej populacji mapujgcej RIL F8 E101 (Bingo X
STH 9787) wykazato wysokie zr6znicowanie analizowanych cech.

2. W oparciu o dane fenotypowe i genotypowe dla populacji mapujacej F8 E56 A. fatua
216 x A. sativa ‘Sam’ zidentyfikowano jeden bardzo silny QTL dla osypywania
ziarniakow oraz 8 QTLi wysokos$ci roslin.

3. Analiza asocjacyjna umozliwiala identyfikacje¢ 2 silnie zasocjowanych z MTZ
markerow silicoDArT oraz 4 DArTseq.

4. Opracowano dwa markery specyficzne w oparciu o sekwencje silicoDATT i DArTseq
zasocjowane z wysokoscig roslin.

5. Wytypowano kombinacje specyficznych starterow umozliwiajacg identyfikacje
recesywnego allelu genu kartlowatos$ci dw7.

6. Zidentyfikowano sekwencje DARTseq rdznicujace osypujace i nieosypujace linie
populacji ES6.
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