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Wybrane elementy nowoczesnych rozwigzan
wplywajace na skutecznos¢ programow
hodowlanych

Up-to-date solutions in modern plant breeding programs

Postep hodowli roslin uzalezniony jest od technologii pozwalajacych na identyfikacje markerow
cech ilo$ciowych takich jak profilowanie DNA, czy tez ich fenotypowanie. Coraz wigksze znaczenie
zaczynaja odgrywa¢ metody statystyczne wykorzystywane w mapowaniu asocjacyjnym i selekcji
genomowej. W ostatnich latach obserwuje si¢ zmiang podejscia do selekcji. Zamiast wykorzystywac
pojedyncze markery cech poszukuje si¢ wielu markerow tych cech lub tez stosuje cata dostgpna pule
markeréw opisujacych dang populacje dla potrzeb selekcji. Wiekszos$¢ ze stosowanych metod selekcji
zwiazanych jest z wykorzystaniem wydajnych technologii markerowych, natomiast problemem
pozostaje ograniczona dostepnos$¢ i wysokie koszty fenotypowania roslin. W pracy przedstawiono
wybrane elementy nowoczesnych rozwiagzan mogacych wptywaé na skutecznos$¢ oraz czas realizacji
programoéw hodowlanych.
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Advances in plant breeding depend on technologies that allow the identification of markers linked
to agronomical traits that could be achieved via genotyping and phenotyping. There is a growing
interest in the application of statistical methods developed for association mapping and genomic
selection. In the last few years, a change in attitude towards plant selection is being observed. Instead
of the tendency of identifying single markers for some traits the attention is focused on the evaluation
of numerous markers from the QTL regions or the whole available pool of markers is utilized in a
selection process. Most of the modern approaches are based on the efficient marker technologies
whereas phenotyping on a large scale, is still a problem. This paper is devoted to the aspects affecting
efficiency of numerous stages of selection used in plant breeding and involving advances in molecular
biology.
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WPROWADZENIE

Wisrod obecnie stosowanych metod molekularnych wspierajacych proces hodowlany
nalezy wymieni¢ selekcje¢ wsparta markerami molekularnymi. Metoda ta, w wielu
przypadkach zaklada identyfikacj¢ markerow cechy, ich lokalizowanie na mapach
genetycznych, a nastepnie walidacje na szerszej puli genowej. Do realizacji takich badan
wykorzystuje si¢ odpowiednie modele genetyczne. Model mendlowski bazuje na
populacjach o $cisle zdefiniowanych formach rodzicielskich wykazujacych zréznicowanie
pod wzgledem badanej cechy. Umozliwia to jej mapowanie, a nast¢pnie typowanie
markerow do selekcji. Inng strategia jest podejscie populacyjne. W tym przypadku model
genetyczny nie jest tak $cisle zdefiniowany, a jego analiza wigze si¢ z zastosowaniem
narzgdzi genetyki populacji. Odrgbng mozliwo$¢ stwarza selekcja genomowa. Kazda
z wymienionych metod bazuje na okre§lonych zatozeniach dotyczacych populacji
wykorzystywanej do analizy cech ilosciowych, sposobie ich fenotypowania, metod
genotypowania oraz identyfikacji markeréw do selekcji czy wregez podejscia w jaki selekcja
bedzie realizowana. W pracy zostang omowione mozliwo$ci nowoczesnych strategii
hodowlanych majacych wplyw na efektywno$¢ selekcji materiatdéw roslinnych oraz
racjonalizacj¢ procesu decyzyjnego na poszczegdlnych etapach hodowli.

POPULACJE MAPUJACE PODSTAWA DO IDENTYFIKACJI MARKEROW CECH

Przygotowanie odpowiedniej populacji mapujgcej stanowi kluczowy element, od
ktorego zalezy powodzenie kazdego projektu majacego na celu mapowanie loci cech
uzytkowych oraz identyfikacje markerow przydatnych w selekcji. Przy wyborze populacji
mapujacej nalezy zwracaé uwage przede wszystkim na: 1) zrdéznicowanie form
rodzicielskich 2) sposob jej wyprowadzenia (zywotnosc, czas konieczny na jej otrzymanie)
oraz 3) liczebnos¢.

Zroéznicowanie form rodzicielskich

Do tworzenia populacji mapujacych zwykle wybiera si¢ osobniki mozliwie najbardziej
homozygotyczne lecz oddalone pod wzgledem genetycznym lub pod wzglgdem badanych
cech uzytkowych. Dobor form rodzicielskich jest jednak zalezny od konkretnych potrzeb
eksperymentalnych. W niektérych przypadkach, gdy celem jest opracowanie mapy
ograniczonego obszaru genomu uzasadnionym jest wybér rodzicow silnie spokrewnionych
czy wrecz linii izogenicznych, lecz rdznigcych si¢ pod wzgledem badanej cechy (Niedziela
i in., 2014), gdy celem jest uzyskanie silnie zagg¢szczonej mapy genetycznej dla cech
ztozonych preferowane sg formy rodzicielskie oddalone genetycznie (Semagn i in., 2010).

Sposéb wyprowadzenia i charakterystyka populacji mapujacych

Populacje mapujace, zaleznie od potrzeb moga by¢ wyprowadzone w taki sposéob, by
mozna bylo realizowa¢ analizy w oparciu o model mendlowski lub model populacyjny.
Wybér modelu, warunkowany jest miedzy innymi ztozonoscig badanej cechy, dostepnym
materialem ro§linnym oraz podej$ciem eksperymentalnym. W przypadku modelu
mendlowskiego formy rodzicielskie s3 zdefiniowane, natomiast model bazujacy na
metodach genetyki populacyjnej nie wymaga znajomosci pochodzenia badanych form.
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Zaktada jednak, ze powinny by¢ one zréznicowane, a w zaleznos$ci od przyjetej strategii
mniej lub bardziej wyréwnane genetycznie. W modelu mendlowskim wykorzystuje si¢
populacje dwurodzicielskie, takie jak: pokolenie F», linie podwojonych haploidéw (DH,
ang. Double Haploid), linie bliskoizogeniczne (NIL, ang. Near Isogenic Lines) i
rekombinacyjne linie wsobne (RIL, ang. Recombinant Inbred Lines) oraz populacje
wielorodzicielskie takie jak zagniezdzone populacje asocjacyjne (NAM, ang. Nested
Association Mapping), oraz wielorodzicielskie zaawansowane pokolenia mieszancOw
(MAGIC, ang. Multi-parent Advanced Generation Inter-Cross populations). Inny podziat
zwigzany jest z zywotnoscia populacji mapujacych. Mozemy wyr6zni¢ populacje
"$miertelne”" 1 "niesmiertelne". Do pierwszej grupy nalezg np. populacje pokolenia F»
uzyskiwane poprzez samozapylenie roslin F1 bedacych potomstwem roslin rodzicielskich.
Populacje takie zwykle majg ograniczone zastosowanie i raczej shuza do weryfikowania
segregacji badanych cech, czy tez wstepnej ich lokalizacji na mapach genetycznych.
Zdecydowanie bardziej racjonalnym, cho¢ czaso- lub/i pracochlonnym jest wykorzystanie
populacji "niesmiertelnych" do ktérych zalicza si¢ linie DH, RIL, NIL, NAM i MAGIC.
Ich zaleta jest niezmienno$¢ (wyroOwnanie w obrgbie poszczegdlnych linii) w kolejnych
pokoleniach, a tym samym mozliwos¢ realizacji doswiadczen polowych w roznych latach
i $rodowiskach bez obawy, ze obserwowana zmienno$¢ fenotypowa bedzie wynikiem
rozszczepiania si¢ cech. Linie DH charakteryzuje wysoka (~100%) homozygotycznos$¢. Sg
one istotne dla hodowcow poniewaz nie ,,gubig” ustabilizowanych cech, a ich zastosowanie
moze istotnie skroci¢ proces hodowlany (Semagn i in., 2010). Populacje DH moga by¢
jednak obcigzone biedem wynikajacym z wiaczenia do analizy tak zwanych klonow.
Ponadto, proces rekombinacji zostaje "zamrozony" juz na poziomie wyprowadzania
podwojonych haploidéw. Kolejnym problemem jest zjawisko zmienno$ci somaklonalne;
(Bednarek i in., 2007). Zwykle regeneranty wymagaja kilku cykli chowu wsobnego by
wyeliminowa¢ mutacje indukowane w kulturach in vitro. W tym kontekscie populacje RIL
sg zdecydowanie korzystniejszym rozwigzaniem, ktore wymaga niewiele wigcej czasu na
ich wyprowadzenie. Wielokrotne procesy rekombinacji majace miejsce podczas
wyprowadzania populacji RIL wplywaja pozytywnie na poézniejsze uzyskanie silnie
zageszczonych map genetycznych. Populacje te sa przydatne do mapowania rzadkich alleli
(Rafalski, 2010). Powaznym ograniczeniem dwurodzicielskich populacji mapujacych jest
kwestia zawartej w nich zmienno$ci cechy, ktéra ogranicza si¢ do genotypow roslin
rodzicielskich. W zwiazku z tym wytypowane markery selekcyjne beda miaty
zastosowanie jedynie w obrebie danej populacji. Alternatywg staje si¢ wowczas
zastosowanie modelu populacyjnego i populacji asocjacyjnych (AMP, ang. Association
Mapping Population) stanowigcych zbidr roznych linii, odmian, czy tez form dzikich, a
wigc reprezentujg szerokg (historyczng) pule alleli danego gatunku (Zhu i in., 2008). W
tym przypadku zaktada sie, ze pomiedzy osobnikami przez wiele pokolen zachodzity
spontaniczne akty rekombinacji. W obszarach genomu $cisle powigzanych z cecha takie
akty sa rzadsze co stwarza mozliwo$¢ powigzania markera z cechg. Stopien powigzania
markera i cechy jest okreslany za pomoca zjawiska niezrownowazenia genetycznego (LD,
ang. linkage disequilibrium) (Hall i in., 2010). Poniewaz AMP bazuje na zr6znicowanej
puli genetycznej wykazujgcej zmiennos¢ fenotypowg badanej cechy jest ona warunkowana
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ekspresja roznych loci oraz form allelicznych genéw. Identyfikowane markery powinny
wiec odzwierciedla¢ tg zmienno$¢. AMP moga by¢ pelniej wykorzystane, gdy do badan
wlacza si¢ dane pochodzace z map genetycznych lub wrecz map konsensusowych. Dzigki
temu mozna réwniez wnioskowaé o lokalizacji cech na poszczegélnych chromosomach.
Populacje te maja jednak swoje ograniczenia. Do badan nalezy wykorzystywac¢ od 200 do
1000 osobnikéw (zaleznie od gatunku, badanej cechy), ktore powinny by¢ wielokrotnie
fenotypowane (w latach i rodowiskach) (Zhu i in., 2008; Hall i in., 2010). Koszty zaréwno
markerowania jak i prac polowych sg wigc relatywnie wysokie. Ponadto nie dla kazdego
gatunku mozemy dysponowac tak rozlegla pulg zréznicowanych pod wzgledem badane;j
cechy ro§lin. Cecha AMP jest rowniez mozliwo$¢ wystapienia silnej struktury, ktora
wplywa na warto§¢ LD zwigkszajac prawdopodobienstwo identyfikacji btednych asocjacji
(Hall i in., 2010).

W ostatnich latach wzrasta znaczenie populacji wielorodzicielskich takich jak NAM i
MAGIC opartych o krzyzowania w obrebie niewielkiej puli roslin rodzicielskich (Kover i
in., 2009; Rafalski, 2010). Populacje te tacza zalety mapowania iloSciowego i
asocjacyjnego z wykorzystaniem map genetycznych i informacja o lokalizacji markerow
na poszczegolnych chromosomach (Yu i in., 2008). Charakteryzuje je wystarczajaca do
uzyskania map o wysokiej rozdzielczosci liczba rekombinacji, wigksze niz u RIL
zroznicowanie zmiennosci allelicznej i fenotypowej oraz brak silnej struktury (Rafalski,
2010). Do utworzenia NAM wykorzystuje sie zroznicowane genetycznie linie danego
gatunku, ktore krzyzuje si¢ z jedng wybrang linig referencyjng (Yu i in., 2008). Powstate
w ten sposob potomstwo prowadzi si¢ az do uzyskaniu pokolen o wysokim poziomie
homozygotycznos$ci, podobnie jak ma to miejsce w przypadku linii RIL. W populacjach
MAGIC wyjsciowa pule zwykle o$Smiu wyrdéwnanych linii rodzicielskich o zr6znico-
wanych genotypach krzyzuje si¢ ze soba w taki sposob by uzyska¢ potomstwo pokolenia
F1 bedace kombinacijg wszystkich form rodzicielskich (Bandillo i in., 2013). W kolejnym
cyklu generatywnym wyprowadza si¢ wszelkie mozliwe kombinacje czteroliniowe.
Ostatecznie krzyzuje si¢ ze soba czteroliniowe potomstwo taczac tym samym osiem
wyjsciowych genotypdéw i wyprowadza populacje RIL. Znane sg réwniez populacje
MAGIC, do ktérych uzyskania wykorzystano mniejszg (Huang i in., 2012), badz wiekszg
pulg linii rodzicielskich (Kover i in., 2009). Otrzymane populacje NAM i MAGIC poddaje
si¢ fenotypowaniu oraz genotypowaniu, poszukuje asocjacji cecha - marker z
wykorzystaniem mapowania asocjacyjnego, konstruuje mapy i nanosi na nie QTL-e.

Liczebno$¢ populacji mapujacych

Liczebno$¢ populacji mapujacych jest niezwykle istotnym czynnikiem decydujacym o
uzyskaniu wysokiej rozdzielczosci map genetycznych, a tym samym mozliwosci oraz
poprawnosci lokalizacji poszukiwanych loci i whasciwej ocenie ich efektow fenotypowych
(Xu, 2003). Przy ustalaniu wielkosci populacji nalezy kierowac si¢ zasada, ze im mniejszy
efekt QTL-a, tym wigksza ilo$¢ osobnikow potrzebna do jego identyfikacji. Teoretycznie,
jesli wiemy jakiego efektu QTL-a mozemy si¢ spodziewac istnieje mozliwos$¢ oszacowania
wielko$ci populacji. Przykladowo dla F» oraz BC1 mozna zastosowac nastepujacy wzor
(Francis i Merk, 2012): Nr2@cy = [1 - I’z;:z(Bc1) / rZFZ(BC]_)] X {[2(1 - (a/z))/ (1 - r2F2(3c1))1/2] +
za-p¥ % [1 + (K*/ 2)], gdzie: r> — frakcja wariancji fenotypowej wytlumaczonej przez
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QTL, k — wspotczynnik dominacji, « — btad I stopnia, f — btad II stopnia, Z(1-(w2)) = 1,96,
aza-p) = 1,28 (wedtug tabeli rozktadu normalnego).

Nalezy jednak pamietaé, ze wigkszos¢ cech fenotypowych jest wynikiem sumowania
si¢ genéw o niewielkim efekcie jednostkowym. W takich przypadkach wazna jest
identyfikacja mozliwie jak najwickszej liczby QTL-i determinujacych badang ceche. W
latach 90. William D. Bavis przeprowadzit eksperyment w celu oceny wydajnosci
mapowania interwatowego do detekcji i szacowania efektéw poligenow (Bavis i in., 1998).
Wykazal on, ze s$rednia ocena wariancji fenotypowej asocjowanej z prawidtowo
identyfikowanym QTL-em begdzie znacznie przeszacowana jes$li material roslinny
ograniczymy do 100 osobnikow, w niewielkim stopniu przeszacowana jesli bedzie to 500
osobnikow i bardzo bliska prawidtowej wartosci jesli osobnikéw bedzie 1000 (Bavis i in.,
1998; Xu, 2003). Jednym stowem jesli populacja bedzie zbyt mata, zidentyfikujemy tylko
kilka QTL-i o wysokich, czgsto zawyzonych efektach fenotypowych. Musimy liczy¢ si¢
rowniez z mozliwoscig przesuniecia QTL-i wzgledem rzeczywistej pozycji, co moze
wplynaé na bledng ocene sily sprz¢zenia wytypowanych markeréw z badang cechg. W
praktyce, ze wzgledow ekonomicznych (koszty genotypowania i fenotypowania) oraz fakt,
ze do celow selekcji brane sg pod uwage przede wszystkim QTL-e o duzych efektach
fenotypowych, wielko$¢ dwurodzicielskich populacji mapujacych ograniczana jest
zazwyczaj do 100-200 osobnikéw (Semagn i in., 2010). Podobne liczebnosci osiggaja
populacje asocjacyjne, jakkolwiek w niektorych badaniach sg one rozszerzane do ponad
500 osobnikow (Zhu i in., 2008; Hall i in., 2010). Jeszcze liczniejsze sa populacje NAM i
MAGIC liczace czgsto ponad 1000 roslin (Yu i in., 2008; Bandillo, 2013). Eksperymenty
angazujace duze populacje AMP, NAM i MAGIC maja na celu identyfikacje mozliwie
szerokiego spektrum alleli powigzanych z badang cecha (mapowanie asocjacyjne) lub
ustalenie sumarycznej wartosci poszczegodlnych roslin stanowigcych badanag populacje
odzwierciedlajacych badang ceche (selekcja genomowa).

WYSOKOPRZEPUSTOWE METODY FENOTYPOWANIA

Zastosowanie nowoczesnych narzedzi (mapowanie asocjacyjne, selekcja genomowa)
do selekcji materialow roslinnych daje nadzieje na osiggnigcie znacznego postepu
hodowlanego w niedalekiej przysztosci. Nalezy jednak podkresli¢, ze techniki te angazuja
niezwykle rozbudowane (kilkaset do kilku tysiecy osobnikéw) populacje mapujace
prowadzone w wielu odlegltych lokalizacjach srodowiskowych co znacznie utrudnia badz
wregcz uniemozliwia ich fenotypowanie. Przyktadowo doswiadczenie z wykorzystaniem
populacji NAM sktadajacej si¢ z 5000 linii (Yu i in., 2008) wymaga zatozenia 20000
poletek (w systemie: stres, kontra dwa powtorzenia). Przyjmujac, ze poletka bedg miaty
wymiar 4mx 1m to eksperyment zajmie powierzchni¢ 8 ha (bez wliczania Sciezek 1 pasow
granicznych). Nawet wizualny monitoring takiego obszaru zajalby jednej osobie ponad
dobg, a synchronizacja oceny poszczegdlnych cech w czasie bytaby niemozliwa (White i
in., 2012). Rowniez gromadzenie danych bytoby procesem dtugotrwatym. Rozwigzaniem
moze by¢ wdrozenie rozwijalnych obecnie nowoczesnych wysokoprzepustowych
systemow fenotypowania (HTPPs, ang. high- throughput phenotyping platforms). Ich
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zaletg jest mozliwos$¢ oceny zdolnosci i efektywnosci wykorzystania promieniowania
stonecznego, wody 1 sktadnikow odzywczych w czasie (przez caly cykl hodowlany)
i przestrzeni (na poziomie fanu) (Araus i Cairns, 2014). HTPPs dziatajg z wykorzystaniem
zjawiska teledetekcji, ktore jest rodzajem badania wykonywanego z pewnej odlegltosci przy
wykorzystaniu specjalistycznych sensoréw (czujnikéw). Pozyskiwanie informacji
w sposOb zdalny oznacza, iz badany obiekt i badajacy go sensor nie wchodzg ze sobg
W bezposredni kontakt dzigki czemu metoda ta jest bezinwazyjna dla roslin. Informacja
0 kondycji roslin uzyskiwana jest poprzez analiz¢ przemian — odbicia, przechodzenia
i pochfaniania promieniowania elektromagnetycznego. Techniki teledetekcyjne mozemy
podzieli¢ na pasywne i aktywne biorac pod uwagge zrodto promieniowania rejestrowanego
przez sensory. Techniki pasywne sa uzaleznione od zewng¢trznego zrodta promieniowania
(np. promieniowanie emitowane przez obiekty), natomiast aktywne wykorzystuja wlasne
zrodta promieniowania generowane przez specjalistyczne urzadzenia (radary i lidary). W
teledetekcji wykorzystywanej do celow fenotypowania roslin korzysta si¢ z wielu rodzajow
obrazowania poczawszy od kamer rejestrujacych obraz w pasmie widzialnym, poprzez
obrazowanie w podczerwieni, fluorescencyjne, spektroskopowe, 3D i tomograficzne (Li i
in., 2014).

Obrazowanie w pasmie widzialnym

Do obrazowania w pasmie widzialnym wykorzystuje si¢ tradycyjne kamery cyfrowe
lub kamery RGB/CIR. W warunkach kontrolowanych (szklarnie, komory wzrostowe)
zastosowanie tego typu kamer daje mozliwos¢ oceny koloru i powierzchni lisci, dynamiki
wzrostu, wigoru i morfologii nasion, architektury korzeni, zakresu uszkodzen lisci przez
choroby, liczby i rozmieszczenia owocdw (Li i in., 2014). Obrazowanic w pasmie
widzialnym ma ograniczone zastosowanie w warunkach polowych pozwalajac jedynie na
ocen¢ powierzchni i zabarwienia tanu (Li i in., 2014). Jakkolwiek potaczenie danych z
kilku kamer daje mozliwo$¢ przeanalizowania struktury tanu (tj. liczby roslin po
wschodach, krzewienia, liczby pedow ktosonos$nych i ptonnych na jednostce powierzchni)
(Huang i in., 2013).

Obrazowanie termiczne

Obrazowanie termiczne wykorzystuje pasmo S$redniej podczerwieni (3-14pm)
pozwalajac na wizualizacje promieniowania cieplnego emitowanego przez obiekt w
przedziale temperatur spotykanych w warunkach codziennych. Stosowane jest do pomiaru
temperatury powierzchni liSci pozwalajgc na oceng relacji wodnych w roslinie, co jest
bezposrednio zwigzane z okre§leniem stopnia przewodno$ci aparatow szparkowych (Araus
i Cairns, 2014). Przewodno$¢ szparkowa jest istotnym wskaznikiem stanu wodnego rosliny
i dostarcza waznych informacji na temat wzrostu ro$lin i ich adaptacji do zmiennych
warunkow $rodowiskowych. Obrazowanie termiczne jest z powodzeniem stosowane w
licznych  programach hodowlanych, szczegélnie tych dotyczacych poprawy
tolerancyjnosci roslin na susze (Jones i in., 2009; Monneveux i in., 2012). Nalezy jednak
pamigtac, ze w warunkach polowych pomiary mogg by¢ zaburzane przez szybkie zmiany
temperatury otoczenia, intensywnos¢ Swiatta, predkos¢ wiatru, wilgotno$¢ oraz problemy
z odseparowaniem temperatury gleby od temperatury roslin (Araus i Cairns, 2014).
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Obrazowanie fluorescencyjne

Obrazowanie fluorescencyjne bazuje na wiasciwosciach chlorofilu do rozpraszania
nadmiaru pochtonietej energii (Li i in., 2014). Zjawisko takie zachodzi miedzy innymi
podczas réznego rodzaju stresow, kiedy zostaje naruszona rownowaga pomiedzy podaza
sity asymilacyjnej (ATP i NADPH) wytwarzanej w reakcjach fotochemicznych, a
zmniejszonym popytem na te produkty w enzymatycznych reakcjach cyklu Calvina-
Bensona (Kalaji i Loboda, 2010). Pomiar intensywnosci fluorescencji w zaleznosci od
dlugosci fali lub pomiar stosunku zmian intensywnosci fluorescencji dla réznych dtugosci
fal wzbudzenia pozwala na ocen¢ funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego roslin w
warunkach stresowych. Obrazowanie fluorescencyjne moze by¢ stosowane zar6wno w
warunkach kontrolowanych, jak i polowych, jednakze na poziomie fanu pomiar jest
znacznie utrudniony poprzez mozliwos¢ zaktocen stabego sygnatu (Li i in., 2014).

Obrazowanie spektroskopowe

Obrazowanie spektroskopowe jest obecnie najbardziej obiecujacg i intensywnie
rozwijang metoda umozliwiajgca fenotypownie roslin zar6wno w warunkach polowych jak
i szklarniowych. Technika ta wykorzystuje zdolnosci zielonych czgsci roslin do odbijania
réznych zakresow promieniowania w réznych proporcjach (Gausman, 1985; Li i in., 2014).
Wielkos¢ odbicia bedzie zalezna przede wszystkim od zawartosci poszczegodlnych
barwnikow (glownie chlorofili), ale rowniez od mikrostruktury komoérkowej, uwodnienia
oraz zawartosci sktadnikow odzywczych. Do analiz ro§linnosci najczegsciej wykorzystuje
si¢ pasmo widzialne oraz bliskg i $rednig podczerwien (400 do 2500 nm). W zakresie
swiatta widzialnego (400-700 nm) wartosci odbicia beda niskie ze wzgledu na wysokie
zdolnos$ci barwnikow, gtdwnie chlorofilu a i b, do pochtanianie promieniowania (Knipling,
1970). Bardzo wyrazny wzrost odbicia nastapi w zakresie bliskiej podczerwieni (750-900
nm). Widmo spektralne w tym przedziale zwigzane jest ze strukturg komorkowa lisci i
zalezy od zawartosci oraz sposobu ulozenia komoérek mezofilu (Gausman, 1985).
Modyfikacja odpowiedzi spektralnych roslin bedzie uwidaczniata zmiany ich kondycji w
warunkach stresowych. Destrukcja chloroplastéw spowoduje wzrost odbicia od aparatu
asymilacyjnego w zakresie widzialnym, natomiast destrukcja mezofilu i dehydratacja
tkanek — silne zmiany odbicia w podczerwieni. Wyzsze zakresy promieniowania (1300—
2500 nm) stuza do badania zawarto$¢ wody oraz innych elementéw struktury roslin takich
jak celuloza, karotenoidy, czy ligniny (Knipling, 1970). Do charakterystyki roslin na
postawie danych spektralnych wykorzystuje si¢ teledetekcyjne wskazniki roslinnosci Ze
wzgledu na sposob wyliczenia mozna je podzieli¢c na dwie grupy. Pierwsza stanowia
wskazniki oparte na stosunku wybranych kanatéw (ang. Ratio Based Indices) takie jak RVI
(ang. Ratio Vegetation Index) (Pearson i Miller, 1972) i NDVI (ang. Normalized
Difference Vegetation Index) (Rouse i in., 1973). Do drugiej zaliczane s3 wskazniki
wykorzystujgce istnienie tzw. linii gleby, takie jak PVI (ang. Perpendicular Vegetation
Index) (Richardson i Wiegand, 1977) czy SAVI (ang. Soil Adjusted Vegetation Index)
(Huete, 1988). W hodowli roslin (m.in. selekcji genomowej) najczesciej stosuje sie NDVI
obliczany jako wagowanie odpowiedzi spektralnych bliskiej podczerwieni (NIR) i
czerwieni (R) wedlug wzoru: NDVI = (NIR — R/NIR + R). Wskaznik ten oraz jemu
podobne mogg charakteryzowac fotosyntetycznie aktywng biomase, efektywnos¢ zuzycia
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azotu, zawarto$¢ barwnikow i status wodny (Ramoelo, 2015). Innym wskaznikiem jest tzw.
indeks liSciowy LAI (ang. Leaf Area Index) nalezacy do grupy podstawowych miar
opisujgcych strukture roslinnosci. LAI jest wielkoscig bezwymiarowg opisang wzorem:
LAI = s/G(m?m?), gdzie: s — funkcjonalna powierzchnia lisci; G — jednostka
powierzchni terenu. Pozwala on na okreslenie przebiegu i efektywnosci procesow takich
jak ewapotranspiracja, transpiracja, fotosynteza oraz warunkuje produkcj¢ pierwotng,
wielko$¢ plondéw i rownowage energetyczng (Darvishzadeh i in., 2006). Wymienione
wskazniki wyliczane sa w oparciu o zdjecia wielospektralne sktadajace si¢ z wielu kanatow
bedacych uogolnieniem kanatéw barw podstawowych (RGB) na dowolne zakresy
spektralne. Obecnie do charakterystyki roslin uprawnych zaczyna sie rOwniez konstruowaé
wskazniki korzystajace z waskich zakresow spektralnych generowanych przez sensory
hiperspektralne (Darvishzadeh i in., 2006,). Poszczegolne kanaty sa tu znacznie gesciej
rozmieszczone i obejmuja niewielkie fragmenty spektrum elektromagnetycznego (10-20
nm) dzigki czemu mamy wigcej mozliwosci wykrycia réznic w charakterze odbicia
spektralnego badanych obiektow.

Obrazowanie 3D

Sposrod dostepnych technologii obrazowania 3D do celéw mapowania roslin uzywane
sa obecnie: LIDAR (ang. Light Detection And Ranging), PMD (ang. Photon Mixer
Devices), Microsoft Kinect i systemy stereowizyjne (Lii in., 2014). Ze wzgledu na wysoka
precyzje 1 rozdzielczo$¢ obrazu najczesciej uzytkowanym systemem zdalnego
pozyskiwania informacji jest LIDAR. Wykorzystuje on skoncentrowana wigzke promieni
$wietlnych (laserowych), ktora wysytana w kierunku obiektu ulega od niego odbiciu
(i rozproszeniu), a wigzka zwrotna jest rejestrowana i nastepnie analizowana. Lasery
skanerowe uzywane sg do szybkiego szacowania LAI (Gebbers i in., 2011) oraz okreslenia
profilu gestosci roslin na danej powierzchni (Hosoi i in., 2009). Moga réwniez z duza
doktadno$cig dostarcza¢ danych dotyczacych wysokosci, pokrycia i struktury fanu (Hosoi
i in., 2009).

Obrazowanie z zastosowaniem tomografii komputerowej

Do charakterystyki roslin wykorzystywane sa rowniez techniki tomografii kompute-
rowej (CT, ang. X-ray Computed Tomography), rezonansu magnetycznego (MRT, ang.
Magnetic Resonance Imagers) oraz pozytonowej tomografii emisyjnej (PET, ang. Positron
Emission Detectors). Metody te maja jednak wiele ograniczen (niska przepustowos¢, duza
segmentacja obrazu) i mogg by¢ stosowane gtownie w warunkach kontrolowanych (Li i
in., 2014). Stuzg do okreslenia zawartosci wody, oceny transportu, krzewienia i jakosci
ziarna (Li i in., 2014). Niemniej jednak proby zastosowania CT do pomiaru wilgotnosci
podtoza i masy korzeni w polu daty obiecujace wyniki w przypadku sorga i kukurydzy
(Srayeddin i Doussan, 2009).

Platformy stuzace fenotypowaniu roslin

Opisane powyze] metody obrazowania mozna zestawia¢c w dowolny sposob
w zaleznosci od potrzeb konstruujac platformy sluzace jak najdoktadniejszej
charakterystyce roslin (Araus i Cairns, 2014). Niewatpliwie platformy takie beda sig¢
znacznie r6znity w zaleznosci od tego, czy maja stuzy¢ fenotypowaniu roslin w polu, czy
w szklarni. W warunkach kontrolowanych istnieja wigksze mozliwosci pelnego
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zrobotyzowania catego procesu hodowli poprzez automatyzacj¢ dozowania nawozow i
wody, montowanie specjalnych taSmociggdow, ktdre przesuwajg i obracajg rosliny w celu
ich rownomiernego os$wictlenia oraz transportujag je do pomieszczen, w ktorych
przeprowadza si¢ analize¢ poprzez fotografowanie w wybranych zakresach s$wiatla.
Platformy takie sg obecnie projektowane i sprzedawane komercyjnie do celéw naukowych,
chociaz oferta jest ograniczona gtéwnie do roslin o matych rozetach takich jak rzodkiewnik
(Arvidsson i in., 2011) oraz zb6z (Hartmann i in., 2011; Golzarian i in., 2011). Platformy
konstruowane dla celéw fenotypowania w warunkach polowych wymagaja zastosowania
pojazdéw kotowych (np. specjalnie przystosowanych traktoréw) i/lub powietrznych
(helikoptery, drony, balony) wyposazonych w sensory oraz kamery umozliwiajace pomiar
wartosci cechy w okreslonym czasie i na duzej przestrzeni (White i in., 2012; Liiin., 2014).
Monitoring mozliwy jest rowniez poprzez obrazowanie z poktadéw wysokorozdzielczych
satelitow teledetekcyjnych (Ramoelo i in., 2015).

Pelna charakterystyka fenotypu roslin to nie tylko ocena polowa, ale takze jakosciowa
iilosciowa ocena laboratoryjna. Od wielu lat do tego celu z powodzeniem wykorzystywana
jest spektroskopia w zakresie bliskiej podczerwieni (NIRS). Umozliwia ona szybka analize
zawartos$ci biatek, thuszczy, cukrow, azotu, popiotu, fenoli, a takze wagi, tekstury i wielu
innych cech ziarna (Rhodes i in., 2014; Ferreira i in., 2015). NIRS stosowana jest rOwniez
do analizy dyskryminacji izotopu wegla (C'®) w badaniach dotyczacych wydajnosé
wykorzystania wody w warunkach suszy (Li i in., 2014). Obiecujgcym rozwigzaniem stajg
si¢ proby montowania sensoréw bliskiej podczerwienie do maszyn zniwnych, co daje
mozliwo$¢ fizycznej i chemicznej oceny probek, bez wzgledu na to, czy sg to tkanki
wegetatywne, czy nasiona (Araus i Cairns, 2014). Prace laboratoryjne wspomagajg
odpowiednio zaprojektowane roboty dajace mozliwo$¢ mielenia, wazenia i analizy tkanek
roslinnych (White i in., 2012).

Wysokoprzepustowe systemy fenotypowania roslin generuja ogromne ilos$ci danych,
ktorych nie sposob przetworzy¢ bez odpowiednego zaplecza komputerowego i programow
statystycznych. Zarzadzanie danymi oraz umiej¢tno$¢ poradzenia sobie z ich prze-
tworzeniem wymaga zatrudnienia w tego typu do$wiadczeniach bieglych bio-
informatykow. Wydaje sie, ze wkrotce waskim gardtem stanie si¢ pozyskanie, opis i
przechowanie prob zanim bgda one poddane analizie.

GENOTYPOWANIE NOWEJ GENERACIJI

Kolejnym czynnikiem majgcym znaczenie przy identyfikacji markerow cech jest wybor
sytemu markerowego. Jest on w pewnym stopniu niezalezny od modelu
eksperymentalnego (mendlowski, populacyjny). Poniewaz obecnie znanych jest szereg
obszernych opracowan poswieconych systemom markerowym (Semagn i in., 2006), a
pewng luke stanowig wysoce wydajne technologie generujace markery hybrydyzacyjne
oraz markery bazujace na sekwencjonowaniu nowej generacji ponizej zostang
przedstawione ich wady i zalety.
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Markery hybrydyzacyjne DArT

Technologia DArT (Jaccoud i in., 2001) pod wieloma wzgledami jest podobna do AFLP
(Vos 1995). Genomowy DNA jest traktowany enzymami restrykcyjnymi rozpoznajgcymi
unikalne sekwencje DNA. Zwykle do tego celu wykorzystuje si¢ enzym Pstl wrazliwy na
metylacje DNA. Tym samym trawione sg wylacznie takie miejsca restrykcji, ktore nie sg
metylowane. Poniewaz uwaza si¢, ze miejsca niemetylowane sa powigzane z sekwencjami
kodujacymi, uzyskana frakcja fragmentdow DNA jest wzbogacana o te, ktdore moga by¢
powiazane z cechami uzytkowymi. Po dolaczeniu syntetycznych adaptoréw, bedacych
dupleksami DNA, uzyskane fragmenty restrykcyjne ulegaja powieleniu. W metodzie DArT
wykorzystuje sie¢ rowniez enzym rozpoznajacy czteronukleotydowe sekwencje DNA i
niewrazliwy na metylacje DNA. Taki enzym restrykcyjny dobiera si¢ empirycznie
odpowiednio do gatunku (Wenzl i in., 2004). Zastosowanie drugiego enzymu prowadzi do
redukcji  ztozonosci genomu. W ten sposodb przygotowuje si¢ zard6wno biblioteki
genomowe dla danego gatunku bazujace na szerokiej puli zréznicowanego materiatu
roslinnego, jak i proby DNA populacji przeznaczonych do analiz. Frakcja powielonych a
nastepnie pocietych drugim enzymem restrykcyjnym fragmentéw DNA przeznaczonych
do utworzenia biblioteki jest klonowana do odpowiedniego wektora, ktory nastgpnie
wprowadza si¢ do komorek bakteryjnych. Wybrane klony sa nanoszone na plytki, obszary
markeréw sg powielane w wyniku reakcji PCR, a uzyskane produkty sa nanoszone w $cisle
zdefiniowanych pozycjach na szkietkach tworzac macierze do genotypowania. Takie
macierze sg hybrydyzowane z fragmentami reprezentujacymi DNA badanych pojedynkow.
Wektorowe fragmenty DNA oraz te reprezentujace pojedynki barwione sa fluorescencyjnie
na dwa rozne kolory, co umozliwia ich rozpoznanie przez analiz¢ wynikoéw doswiadczen
hybrydyzacyjnych. W zaleznosci od zréznicowania badanych materialow uzyskuje si¢ od
kilku do kilkunastu tysiecy dominujacych markerow DNA.

Markery polimorfizmu pojedynczych nukleotydéow GBS (ang. Genotyping-By-

Sequencing) i DArTseq (ang. Diversity Arrays Technology sequencing)

Technologia GBS (Elshire i in., 2011), podobnie jak DArTseq (Carling i in., 2015)
bazuje na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS). Jak w przypadku markeréw DArT
genomowy DNA jest trawiony rzadko tngcym enzymem restrykcyjnym Pstl (Poland i in.,
2012) w potaczeniu z innym, czesto tngcym enzymem. Dla GBS w systemie
jednoenzymowym stosowano poczatkowo ApeKI (Elshire i in., 2011). Otrzymane
fragmenty DNA poddaje si¢ ligacji z dwoma rodzajami adaptoréw komplementarnych do
lepkich koncow powstatych po trawieniu enzymami rzadko tnagcymi. Adaptory r6znig si¢
obecnoscig lub brakiem kilkunukleotydowych (4-8pz) sekwencji identyfikatorowych
zwanych w jezyku angielskim "barcode". Po inaktywacji ligazy DNA T4 preparaty
pochodzace od pojedynczych osobnikow taczy si¢ ze soba i powiela z wykorzystaniem
odpowiednich starterow komplementarnych do sekwencji adaptorow. Po weryfikacji
wielko$ci uzyskanych fragmentow DNA uzyskanej biblioteki nastepuje etap
sekwencjonowania. Dzieki "barkode'om" polimorfizm pojedynczych nukleotydow
identyfikowany w obrebie poszczegdlnych sekwencji DNA wystepujacych w badanej puli
obiektow jest przypisany do okreslonych roslin. Opisane technologie generujg od
kilkunastu do kilkuset tysigcy gtownie kodominujacych markerow DNA.
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Technologia hybrydyzacyjna i sekwencyjna rdznig si¢ wigc zarowno pod wzgledem
metodycznym, wydajnoscig jak i typem uzyskiwanych markeréw. Ponadto, polimorfizm
markeréw DArT wynika ze zmian identyfikowanych w obszarach miejsc restrykcyjnych
natomiast w przypadku markerow DArTseq czy GBS istotniejszg rol¢ odgrywajg zmiany
sekwencyjne. Nie nalezy jednak wyklucza¢ sytuacji kiedy zmiennos$¢ jest wynikiem
zroéznicowania w obrebie miejsc restrykcyjnych poszezegdlnych osobnikow. To wiasnie
takie zmiany moga prowadzi¢ do powstawania markerow dominujgcych (silicoDArT)
widocznych w technologii DArTseq. Zaleta markerow sekwencyjnych jest obecnosc¢
informacji o konkretnej sekwencji w genomie. Utatwia to ich konwersje do markeréw
specyficznych ukierunkowanych bezposrednio na miejsce polimorfizmu. W przypadku
markeréw DArT koniecznym jest projektowanie starterow do sekwencji markerowych.
Poniewaz zmienno$¢ jest wynikiem rdéznic w obrgbie miejsc restrykcji markery
specyficzne nie muszg by¢ polimorficzne.

PODSUMOWANIE

Konwencjonalna hodowla ro§lin uprawnych opiera si¢ na wizualnym doborze
odpowiednich osobnikéw rodzicielskich do krzyzowan. W ich wyniku otrzymuje si¢
segregujace pod wzgledem danej cechy, liczne pokolenie generatywne, ktére podlegaja
dalszej selekcji. Takie podejscie jest kosztowne, pracochtonne, wymaga posiadania duzej
powierzchni do obsiewu i daje mozliwos¢ uzyskania nowej odmiany dopiero po 8-10
latach. Ponadto liczba cech przejawiajacych si¢ w wygladzie zewngtrznym (tzn. markerow
morfologicznych, fenotypowych) jest ograniczona, a poziom ich ekspresji bedzie
uzalezniony od genotypu (organizmu) i warunkow Ssrodowiska. Zintegrowanie genetyki
molekularnej z tradycyjnymi metodami selekcji roslin gwarantuje obiektywna ocen¢
fenotypu z uwzglednieniem czynnikow srodowiskowych i daje mozliwo$¢ eliminacji
niepozadanych genotypow juz na etapie siewki skracajagc tym samym czas hodowli.
Rozwoj biologii molekularnej, a w szczegdlno$ci metod kultur in vitro, technologii
markerowych (np. sekwencjonowanie nowej generacji), opracowanie map genetycznych
gatunkow uprawnych, czy tez wykorzystanie mapowania genetycznego, mapowania cech
ilosciowych, a ostatnio rOwniez mapowania asocjacyjnego w polaczeniu z odpowiednio
dobranymi populacjami mapujacymi oraz zautomatyzowanymi metodami fenotypowania
ro$lin otwieraja przed hodowla nowe mozliwosci.
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