DOI: 10.37317/biul-2015-0026

NR 275 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2015

WERONIKA JARSKA

AGNIESZKA NIEDZIELA =*

RENATA ORLOWSKA

PIOTR T. BEDNAREK

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy, Radzikow

Strategie molekularne w nowoczesnej
hodowli roslin

Molecular strategies in modern plant breeding

Rozwdj biologii molekularnej, a w szczegdlnosci technologii markerowych oraz narzedzi
statystycznych umozliwiajacych analize duzej liczby danych uzyskiwanych dla szerokiego typu
populacji mapujacych sprawia, ze zmienia si¢ podej$cie do selekcji materiatdw roslinnych dla potrzeb
hodowli. Coraz silniejszy nacisk ktadzie si¢ na selekcje wielu cech uzytkowych przy jednoczesnym
wykorzystaniu elitarnych, zwykle niespokrewnionych ze soba lecz wyrdéwnanych pod wzgledem
genetycznym materialow roslinnych. Rozwijane obecnie metody umozliwiajace prowadzenie selekcji
za pomocg markerow DNA w oparciu o ztozone populacje mapujace sg znane tylko waskiej grupie
specjalistow natomiast metody wykorzystujace $cile zdefiniowane modele genetyczne, ze wzgledu na
ich liczne ograniczenia, zdaja si¢ by¢ negowane. Niniejsza praca po$wigcona jest omowieniu
mozliwos$ci metod selekcji wykorzystujacych szeroki wachlarz metod biologii molekularne;j.
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Advances in molecular biology, including the new marker technologies and statistical tools allow
analysis of large data sets evaluated for different types of mapping populations and change approaches
to selection of breeding materials. The emphasis is put on selecting many traits simultaneously based
on elite, usually non-related but genetically uniform, plant materials. Currently available methods for
selecting forms via DNA-based marker technologies using complex mapping populations are well
known to a limited number of specialists whilst applications involving defined mendelian populations
(due to their numerous limitations) are being neglected. Thus, the review is dedicated to describing
wide range of selection approaches that could be applied to different breeding programs depending on
experimental requirements.
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WSTEP

Dynamiczny rozwdj metod biologii molekularnej, a w szczegdlnosci technik
bazujacych na markerach DNA, coraz czgsciej znajduje odzwierciedlenie w hodowli roslin.
Wraz z wykorzystaniem pierwszych markerow DNA do selekcji form o podwyzszonej
tolerancyjno$ci na choroby (Young i in., 1988; McMullen i Louie, 1989) czy
opracowaniem markeréw wybranych cech ilosciowych (Lander i Botstein, 1989),
oczywistym stato si¢, ze taka selekcja nie zawsze spetnia wszystkie stawiane przed nig
oczekiwania. Problemem stata si¢ selekcja form o podwyzszonych wartosciach cech
warunkowanych wieloma loci, czy szeregiem réznych alleli tylko cze$ciowo thumaczacych
obserwowang zmienno$¢ (Kearsey i Farquhar, 1998). Konieczne byto opracowanie takich
narzedzi molekularnych i statystycznych, ktore podotatyby wymogom wspotczesnej
hodowli. Wraz z rozwojem technologii umozliwiajacych uzyskanie duzej liczby
uzytecznych markerow DNA, wlaczeniem do selekcji narzedzi genetyki populacyjne;j,
rozwinigto takie metody jak mapowanie asocjacyjne (Pritchard i in., 2000) oraz selekcje
genomowa (Meuwissen i in., 2001). To wiasnie te narzedzia mogg okaza¢ si¢ najbardziej
uzyteczne w selekcji. Ich potencjat nie jest jeszcze do konca poznany, a w przypadku
selekcji genomowej wiele modeli znajduje si¢ w fazie badan i wymaga weryfikacji
eksperymentalnej (Nakaya i Isobe, 2012). Takie badania sg juz realizowane przez duze
firmy hodowlane, jednak uzyskiwane wyniki nie sg powszechnie dostgpne. Celem
niniejszej pracy jest przedstawienie mozliwo$ci oraz zastosowan narzgdzi badawczych
wykorzystywanych do selekcji materiatow hodowlanych bez wnikania w zawitosci
matematyczno-statystyczne oraz pokazanie obszaréw ich wykorzystania w hodowli ro$lin
uprawnych.

MODELE SELEKCJI BAZUJACE NA MARKERACH DNA

Mozna wyr6ézni¢ dwa zasadnicze modele selekcji wspartej markerami DNA, a
mianowicie model bazujacy na genetyce mendlowskiej i genetyce populacyjnej (rys. 1).
Pierwszy z nich bazuje na populacjach roslinnych, ktérych formy rodzicielskie sg
zdefiniowane. W tym przypadku wyrdznia si¢ populacje dwurodzicielskie takie jak:
pokolenie F», linie podwojonych haploidéw (DH, ang. Double Haploid), linie blisko-
izogeniczne (NIL, ang. Near Isogenic Lines) i rekombinacyjne linie wsobne (RIL, ang.
Recombinant Inbred Lines) oraz populacje wielorodzicielskie takie jak MAGIC (ang.
Multi-parent Advanced Generation Inter-Cross populations), czy NAM (ang. Nested
Association Mapping). Model bazujacy na metodach genetyki populacyjnej nie wymaga
znajomosci pochodzenia badanych form. Zaktada jednak, Ze sg one zréznicowane, a w
zaleznos$ci od przyjetej strategii wykorzystuje si¢ formy mniej lub bardziej wyréwnane
genetycznie. Niezaleznie od konkretnego modelu badane populacje sg genotypowane za
pomoca markerow DNA oraz fenotypowane. W przypadku populacji mendlowskich
zwykle budowane sg mapy genetyczne, ktore nastepnie stuzg do identyfikacji obszaréw
genomu kodujgcych badang cechg. Je§li w tych obszarach znajdg si¢ markery silnie
sprzgzone z cecha moga one zosta¢ poddane weryfikacji, a nastgpnie wykorzystane w
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procesie selekcji wspartej markerami molekularnymi (MAS, ang. Marker Assisted
Selection). Przy takim podejSciu uzytecznym jest konstruowanie map kosensusowych,
gdyz uwzgledniajg one zmienno$¢ genetyczng wielu form rodzicielskich. Nie zawsze
jednak dostepne sg populacje wlasciwe do mapowania genetycznego. Zwykle tatwiej
dostepny jest zroznicowany material hodowlany. W zaleznos$ci od tego, czy celem jest
selekcja cech warunkowanych silnymi, czy stabymi genami odpowiedzialnymi za
ekspresje cechy wyrdznia si¢ mapowanie asocjacyjne oraz selekcje genomowa. Pierwsza,
analogicznie do markeréw identyfikowanych za pomocg modelu mendlowskiego,
umozliwia identyfikacje markeréw okreslonych obszarow genomu, druga uznaje, ze wazne
sg wszystkie markery gdyz odzwierciedlajg ztozono$¢ genomu i interakcje poszczegélnych
jego obszaréw, a tym samym rowniez ztozono$¢ samej cechy.

I Model I
e S

I Typ " Mcndlo:mki I I Popl—llacyjny I

Populacje dwurodzicielskie]

Populacja : . : Formy o zréznicowan ochodzeniu
] wielorodzicielskie Y ym p

I] Opis I] Genotypowanie, fenotypowanie
Mapowanie genetyczne, Mapa konsensusowa Mapa konsensusowa
konsensusowe, NAM (pomocne) (pomocne)

Metoda Mapowanie interwalowe, . o . .
badawcza kompozytowe Mapowanie asocjacyjne Selekcja genomowa

Marker sprzgzony (lub
asocjowany)

Wszystkie dostgpne

Marker asocjowany markery

Selekcja calego

Wynik Selekcja wybranego obszaru genomu - MAS genomu

Rys. 1. Modele selekcji bazujace na markerach DNA
Fig. 1. Selection models based on DNA markers

MODELE MENDLOWSKIE

Metody selekcji bazujgce na modelu mendlowskim sktadajg sie z kilku etapow: wyboru
populacji mapujacej, fenotypowania, genotypowania, konstruowania mapy genetycznej,
analizy statystycznej powigzan cecha-marker, typowania markeroéw do selekcji, a nastgpnie
ich walidacji. Istnieje wiele mozliwych strategii w zalezno$ci od ztozonosci badanej cechy.

19



Weronika Jarska ...

Cechy monogenowe

W selekcji cech monogenowych zaklada si¢, ze marker jest silnie sprz¢zony z genem
odpowiedzialnym za ekspresje cechy. Identyfikacja takiego markera zwykle wymaga
wyprowadzenia populacji mapujacych typu Fo, BC lub DH. Nastepnie taka populacja jest
fenotypowana i genotypowana. Do celow statystycznych wykorzystuje si¢ metode analizy
pojedynczego markera (SMA, ang. Single-Marker Analysis) zwana tez metodg regresji
(Sax, 1923). Metoda ta pozwala na wytypowanie markerow sprzezonych z cecha poprzez
okreslenie korelacji fenotypu z segregujacymi markerami DNA (Mauricio, 2001).
Wykorzystuje ona trzy podstawowe metody statystyczne: t-test, analize wariancji
(ANOVA) oraz regresje liniowa (Boopathi, 2013). Po raz pierwszy w genetyce roslin SMA
zostata zastosowana przez Karla Saxa w 1923, ktéry udowodnit za jej pomoca istnienie
powigzan pomigdzy kolorem nasion fasoli a ich wagg (Sax, 1923). Zaleta SMA jest brak
koniecznos$ci konstruowania map genetycznych. Marker wykryty ta metodg bedzie
uzyteczny gtéwnie na puli roslin, na ktorej zostal opracowany i moze si¢ okazac
nieefektywny w przypadku innych materiatow roslinnych (Xu i Crouch, 2008). Ze wzgledu
na prostot¢ eksperymentalng opisane podejscie znalazlo zastosowanie w przypadku
licznych choréb warunkowanych pojedynczymi genami oraz cech, ktorych ekspresja
zachodzi w p6znych fazach rozwojowych badz cech, ktdre ujawniajg si¢ w zaleznosci od
warunkow srodowiskowo-klimatyczno-glebowych (Semagn i in., 2010; Boopathi, 2013).

Cechy wielogenowe

Identyfikacja markerow cech wielogenowych z wykorzystaniem genetyki mendlow-
skiej wymaga opracowania map genetycznych oraz dobrze fenotypowanych populacji,
gtéwnie dwurodzicielskich. Mapy genetyczne sa zaggszczane markerami molekularnymi,
a nastgpnie analizowane statystycznie W celu wykrywania obszarow genomu warun-
kujacych ekspresje cechy. Populacje dwurodzicielskie bazuja na homozygotycznych
roslinach rodzicielskich roznigcych si¢ pod wzgledem badanej cechy. Mozna je podzieli¢
na dwie grupy: ,,$miertelne” i ,,niesmiertelne” (Boopathi, 2013). Pierwsze z nich maja
ograniczone zastosowanie i stuzg zwykle do wstepnych badan. Przykladem takiej populacji
sg ro$liny pokolenia F,. Natomiast takie populacje jak NIL, RIL, czy DH mogg by¢
wykorzystywane wielokrotnie. Ich zaletg jest ustabilizowany genotyp i mozliwos$¢ badania
cechy w wielu powtoérzeniach w réznych srodowiskach bez koniecznosci prowadzenia
wielokrotnych analiz molekularnych. Wyboér populacji mapujacej w znacznej mierze
determinuje rozdzielczos$¢ uzyskiwanych map genetycznych (Soto-Cerda i Cloutier, 2012).
Ze wzgledu na liczbe proceséw rekombinacyjnych najmniejszg rozdzielczo$cig cechujg sie
populacje pokolenia F2, a najwyzsza linie RIL. W przypadku populacji DH czgstos¢
rekombinacji zostaje niezmienna z chwilg wytworzenia linii DH (Rafalski, 2010). Przy
wyborze populacji mapujacej nalezy uwzglednia¢ czas potrzebny na jej wyprowadzenie.
Najdluzej wyprowadza si¢ linie RIL, najkrocej populacje DH. Kolejnym czynnikiem
decydujacym o wyborze populacji jest jej liczebnos¢ niezbedna do uzyskania pozadanej
rozdzielczo$ci przy mapowaniu oraz zwigzane z tym koszty genotypowania i
fenotypowania. Zaleznie od wymaganego stopnia zagg¢szczenia map genetycznych do
genotypowania wykorzystuje si¢ rozne systemy markerowe. Do niedawna byty to markery
kodominujace, takie jak markery polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych
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(RFLP, ang. Restriction Fragments Length Polymorphism), nast¢pnie markery
mikrosatelitarnego polimorfizmu krétkich tandemowych powtdérzen (SSR, ang. Simple
Sequence Repeats) oraz markery dominujace polimorfizmu losowo powielonych
fragmentdow DNA (RAPD, ang. Random Amplification Polymorphic DNA), markery
amplifikacji polimorficznego DNA z uzyciem arbitralnie dobranego startera (AP-PCR,
ang. DNA fingerprinting by arbitrarily primed polymerase chain reaction), markery
polimorfizmu dlugosci amplifikowanego fragmentu (AFLP, ang. Amplified Fragments
Length Polymorphism) czy DArT (ang. Diversity Arrays Technology). Obecnie, ze
wzgledu na malejace koszty sekwencjonowania oraz mozliwo$¢ uzyskania nieograniczonej
liczby markeréw, zastosowanie znajdujg markery GBS (Genotyping by Sequencing) czy
DArTseq bazujace na sekwencjonowaniu nowej generacji (Next Generation Sequencing).
Uzyskane markery DNA stuza do opracowania map genetycznych niezbednych do
mapowania cech ilosciowych.

Istotnym elementem mapowania cech ilo$ciowych bylo rozwinigcie odpowiednich
metod statystycznych. Pierwsza z takich metod bylo mapowanie interwatowe (IM, ang.
Interval Mapping), ktére opracowano w 1989 roku (Lander i Botstein, 1989). Mapowanie
interwalowe wykorzystuje informacje od dwoch brzegowych markeréw ipolega na
ustaleniu sprz¢zenia miedzy locus cechy ilosciowej (QTL, ang. Quantitative Trait Loci), a
markerami ograniczajacymi wyznaczony przedzial na mapie genetycznej (Zeng, 1993;
Broman, 2001). Prawdopodobienstwo wystgpienia locus cechy ilosciowej jest okreslane na
podstawie krzywej prawdopodobienistwa rozktadu cechy (LOD, ang. logarithm of the odds
ratio), a wiarygodno$¢ takiego wyniku jest testowana permutacyjnie (Lander i Botstein,
1989). Jesli maksimum krzywej LOD przewyzsza wartos¢ krytyczng (warto$¢ testu
permutacji), to dany obszar genomu najprawdopodobniej jest odpowiedzialny za ekspresje¢
badanej cechy. Praktyka pokazuje jednak, ze uzyskiwany wynik niekoniecznie
odzwierciedla rzeczywistg sytuacje. Wielokrotnie obserwowano, ze identyfikowany QTL
nie byt stabilny i zmieniat swoja lokalizacje (Zeng, 1993). W niektérych przypadkach
obserwowano wystgpowanie silnych, ale catkowicie nierzeczywistych QTL-i (tzw. ghost
QTL) (Jansen, 1993; Mauricio, 2001). Poza tym, jesli cecha jest warunkowana kilkoma
QTL-ami wystgpujacymi w bliskim sgsiedztwie, to uzyskiwane wyniki zwykle sg silnie
znieksztatcone (Boopathi, 2013; Broman, 2001). Mimo ograniczen metodg z powodzeniem
wykorzystano do identyfikacji QTL-i zwigzanych z cechami morfologicznymi soi takimi
jak wielkos¢ lisci czy waga nasion (Mansur i in., 1993), do identyfikacji QTL zwigzanych
z cechami morfologicznymi i plonotworczymi u ryzu (Thomson, 2003), okreslenia
lokalizacji QTL-a determinujacego wysokos$¢ roslin sorgo (Pereria i Lee, 1995), czy badan
nad heterozja rzodkiewnika (Mitchel-Olds, 1995).

Rozwinigciem metody IM jest regresyjne mapowanie interwatowe (RIM, ang.
Regression Interval Mapping), opracowane w roku 1992 przez Haleya i Knotta (Haley i
Knott, 1992). RIM zwigksza prawdopodobienstwo mapowania i ogranicza czas
poswigcony na obliczenia, jednakze zdolno$§¢ wykrywania QTL-i w poréwnaniu z
tradycyjnym IM jest tu mniejsza. W 1993 roku Jansen (1993) i Zeng (1993, 1994) potgczyli
mapowanie interwatowe ze ztozong analiza regresyjna. Zeng (1993) nazwal to podejscie
ztozonym mapowaniem interwalowym (CIM, ang. Composite Interval Mapping). CIM
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pozwala na sprawdzanie efektu QTL-i w innych interwatach Iub chromosomach dzigki
czemu zwigksza si¢ precyzja ich wykrywania. Innym rozwigzaniem jest opisane w 1999
(Kao i in., 1999) wielokrotne mapowanie interwatowe (MIM, ang. Multiple Interval
Mapping). Metoda ta pozwala na zredukowanie oddziatywania QTL-i w tej samej grupie
sprzezen. Dzigki temu uzyskane informacje o lokalizacji QTL-a pozbawione sa btedow
wynikajacych z jego obecnosci w innych regionach chromosomu. Poza tym stosowanie tej
metody pozwala wykry¢ epistaze i oszacowaé indywidualng warto$¢ genotypowa oraz
zdolno$¢ dziedziczenia. Wielokrotne mapowanie interwatowe jest obecnie najbardziej
precyzyjng metoda wykrywania QTL. Z powodzeniem zostalo wykorzystane do
mapowania licznych QTL u wielu gatunkow roslin (Qi in., 2014; Zeng i in., 2014,
Chankaew i in., 2014).

Entuzjazm zwiazany z wykorzystaniem IM, a nastgpnie wariantow CIM zostat
stopniowo zastgpiony umiarkowanym optymizmem. Okazato si¢, ze mimo selekcji
okreslonych obszaro6w genomu kontrolowanej za pomocg markeréw DNA, podejmowane
dziatania nie dawatly oczekiwanych rezultatow (Mauricio, 2001; Broman, 2001). Uznano,
ze przyczyng niepowodzen moglo by¢ niekorzystne usytuowanie obszaréw kodujacych
ceche w genomie biorcy, czy tez brak sekwencji genomowych odpowiedzialnych za jej
ekspresje. Nawet w przypadku udanej selekcji (np. gen przywracania ptodnosci pytku u
zyta z CMS pampa lokalizujacy si¢ na chromosomie 4R) pozadanego genu za pomoca
silnie sprzgzonych markerow wraz z cecha przenoszone byly geny niekorzystne
(przeciagganie genetyczne) (Hospital, 2005). Kolejnym problemem okazata si¢ niska
powtarzalno$¢ lokalizacji cechy na mapach genetycznych. Uznano, ze moze to by¢
przyczyna niepowodzenia przy probach selekcji cech ilosciowych (Boopathi, 2013).
Kolejnym ograniczeniem metody mapowania cech iloSciowych okazato si¢ ich
"uzaleznienie" od form rodzicielskich populacji mapujacych (Soto-Cerda i Cloutier, 2012).
Mozliwym byto identyfikowanie wylacznie tych QTL, ktére byly reprezentowane przez
rodzicow populacji. Selekcja nie mogta wykorzystywaé catej dostepnej puli genetycznej
cechy czy tez licznych form allelicznych poszczegdlnych gendéw (Semagn i in., 2010).
Poczatkowo rozwigzaniem bylo prowadzenie wielu populacji mapujacych. Jednak takie
podejscie okazato si¢ kosztowne i pracochlonne i nie dawato gwarancji powodzenia.
Istotne znaczenie miato to dla cech kodowany przez wiele loci, ktore miaty $redni i niski
wktad do wytlumaczonej zmienno$ci fenotypowej. Zaleta metody bylo jednak
opracowanie licznych map genetycznych gatunkéw rosélin uprawnych. Stworzylo to
podwaliny rozwoju zaawansowanych metod analitycznych.

Omawiane powyzej metody w zdecydowanej wigkszo$ci bazuja na jednej populacji
mapujacej. Takie podejsScie jest malo wydajne, gdyz uwzglednia zmiennos¢ dostepna
jedynie w obrgbie badanych form rodzicielskich, a identyfikowane QTL niekoniecznie
muszg by¢ najistotniejszymi QTL-ami cechy (Boopathi, 2013). Ponadto, pojedyncze mapy
dostarczaja ograniczonej informacji o lokalizacji markerow DNA 1 przez to typowanie
nowych markeréw cechy jest utrudnione i wymaga wyprowadzania dodatkowych populacji
mapujacych. Rozwigzaniem jest opisane w 1995 roku tworzenie zintegrowanych map
konsensusowych. Polega ono na poszukiwaniu wspolnych markeréw dla wielu populacji
mapujacych i aproksymowaniu lokalizacji pozostatych markeréw na wirtualnych mapach
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gatunku, co daje petniejsze pokrycie genomu (Yap i in., 2003). Dane z r6znych populacji
stajg si¢ wspélng pula informacji o potozeniu loci na chromosomach i ich wzajemnego
uszeregowania. Jako pierwsze powstaly mapy konsensusowe dla jeczmienia (Langridge i
in., 1995) i pszenicy (Gale i in. 1995). Nastepnie opracowano mapy m.in. dla zyta (Borner
i Korzun, 1998; Milczarski i in. 2011), ryzu (Kennard, 1999) czy pszenzyta (Alheit i in.,
2011).

Populacje wielorodzicielskie

Zwigkszenie zmienno$ci genotypowej mozna 0siagng¢ poprzez zastosowanie populacji
wielorodzicielskich NAM lub MAGIC. Do utworzenia NAM wykorzystuje si¢ liczne
dwurodzicielskie populacje mapujace (najlepiej RIL), ktére majg wspolnego rodzica (YU i
in., 2008). Otrzymane populacje wykorzystuje si¢ zarowno do mapowania interwatowego
jak i asocjacyjnego. W populacjach MAGIC wyjsciowa pule, zwykle odmiu wyréwnanych
linii rodzicielskich krzyzuje si¢ ze soba tak by uzyskaé¢ zestaw roslin pokolenia F; o $cisle
zdefiniowanym dwurodzicielskim pochodzeniu reprezentowanym przez wszystkie
mozliwe kombinacje form rodzicielskich (Cavanagh i in., 2008). Rosliny pokolenia F
krzyzuje si¢ nastgpnie, az do uzyskania mieszancow lgczacych catg pule osmiu
wyjsciowych genotypow 1 wyprowadza populacje RIL. Taki model pozwala na bardzo
precyzyjng detekcje QTL-i z doktadnoscig do sub-centymorgandw przy 1000 osobnikdw.
Ponadto 8-rodzicielskie populacje RIL charakteryzuje wysokie zroéznicowanie zmiennoSci
allelicznej i fenotypowej oraz barak silnej struktury (Cavanagh i in., 2008).

MODELE POPULACYJNE

Omawiane powyze] metody u swej podstawy byly ukierunkowane na S$cisle
zdefiniowane obszary genomu odpowiedzialne za ekspresje badanej cechy. Okazato si¢
jednak, ze markery identyfikowane za pomocg opisanych metod wykorzystujacych
populacje dwu- oraz wielorodzicielskie, cho¢ umozliwiaty selekcje cechy, nie zawsze
prowadzily do oczekiwanego rezultatu (Heffner, 2009). Taka sytuacja moze mie¢ miejsce
gdy cecha jest ztozona, a geny odpowiedzialne za jej ekspresj¢ warunkujg niewielki stopien
wytlumaczonej wariancji. Na ekspresje cechy moze mie¢ rowniez wptyw tlo genetyczne
(Hamblin, 2011). Tak wiec selekcja tylko wybranych obszaréw moze by¢ mato wydajna.
Alternatywa do omawianych wyzej metod wykorzystujacych do mapowania modele
mendlowskie sa stosowane od niedawna modele populacyjne, do ktérych mozemy zaliczy¢
mapowanie asocjacyjne (Pritchart, 2000) oraz rozwijang obecnie selekcje genomows
(Meuwissen i in., 2001).

Mapowanie asocjacyjne

Mapowanie asocjacyjne (AM, ang. Association Mapping), zaktada, ze do badan brane
sg liczne materiaty roslinne (zwykle niespokrewnione lub daleko spokrewnione o duzym
stopniu wyréwnania w obrebie poszczegdlnych linii) (Rafalski, 2010). Liczebno$¢ badanej
populacji jest zalezna od gatunku oraz cechy. W celu osiagnigcia pozadanego efektu
wielkos$¢ populacji mapujacej moze sie waha¢ od okoto 200 do 800 osobnikéw (Hall i in.,
2010). Zwickszanie rozmiaru populacji zwykle nie jest uzasadnione ekonomicznie
(Semagn i in., 2010). Zastosowanie zroznicowanych materiatow roslinnych powoduje, ze
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akty rekombinacji zachodzace we wczesniejszych etapach wyprowadzenia materiatow
byly czeste, a zawarta pomi¢dzy nimi zmienno$¢ odzwierciedla zmienno$¢ danej puli
genetycznej (Soto-Cerda i Cloutier, 2012). Tak wiec identyfikowane markery cechy
powinny by¢ uzyteczne na szerszym materiale ro§linnym. Metoda zaktada, ze wszystkie
analizowane materialy roslinne sa badane pod wzgledem konkretnej cechy oraz sa
profilowane za pomocg odpowiednich markerow DNA. W przeciwienstwie do metod
bazujacych na populacjach biparentalnych w mapowaniu asocjacyjnym zamiast sprz¢zenia
markera z cechg okresla si¢ jego asocjacje. Im silniej marker jest asocjowany z cechg tym
silniejsze niezrownowazenie sprzezen (LD, ang. linkage disequilibrium). Oznacza to, ze
prawdopodobienstwo identyfikacji obszaru wystgpowania cechy w genomie ulega
zawezeniu do wezszego obszaru genomu niz to ma miejsce w przypadku badan
prowadzonych na populacjach dwurodzicielskich (Soto-Cerda i Cloutier, 2012). Wynika
to z faktu, ze podczas wielu aktow rekombinacji tylko markery wystepujace bardzo blisko
poszukiwanych genow pozostaly w ich sasiedztwie podczas gdy pozostate obszary
genomu, w miar¢ kolejnych aktow rekombinacji, wykazuja coraz nizsze
niezréwnowazenie. Aby moc identyfikowaé markery cechy nalezy dysponowaé duzg
liczba markerow, ktore gesto i rownomiernie pokrywaja genom. Gesto$¢ takiego pokrycia
jest zalezna od warto$ci niezrownowazenia sprzezen, ktore bedzie zaleze¢ od gatunku oraz
cechy (Hall i in., 2010). W efekcie do takich badan konieczne sa markery uzyskiwane
metodami sekwencjonowania nowej generacji takie jak GBS (Elshire i in., 2011) czy
DArTseq (Carling i in., 2015) oraz stosunkowo duze moce obliczeniowe (Hall i in., 2010).

W mapowaniu asocjacyjnym wyr6zniono dwa podejscia: asocjacja genéw kandydatow
(ang. Candidate gene asociacion) oraz skanowanie catego genomu (GWAS, ang. Genome
— Wide Association Study). W przypadku asocjacji genéw kandydatéw sprawdzana jest
hipoteza: ,,czy jest jaka$ korelacja pomiedzy polimorfizmem DNA w okreslonym genie a
cechg”. Przy braku szczegétowej wiedzy biochemicznej zwigzanej z poszukiwang cecha,
uzasadnionym jest podejécie GWAS. GWAS poszukuje asocjacji cecha-marker w calym
genomie i zaklada, ze w obrebie genomu warunkujacego ekspresje cechy znajduja sig
markery wykazujace niezrownowazenie sprzezen (Rafalski, 2010). Poczatkowo
mapowanie asocjacyjne wykonano u kukurydzy (Bar-Hen i in., 1995), ryzu (Virk i in.,
1996) i owsa (Beer i in., 1997) stosujac izozymy, RAPD i RFLP. Prace te nie uwzgledniaty
struktury populacji, ktorej istotno$é zostata opisana przez Pritcharda i in. (2000), a
nastepnie po raz pierwszy zastosowana w badaniach u kukurydzy (Pritchard 2001). Wraz
z rozwojem wydajnych metod markerowania oraz udostgpnieniem programow
statystycznych liczba badanych gatunkoéw wzrosta, a identyfikowane ta metoda markery
DNA sg obecnie stosowane w praktyce hodowlanej (Soto-Cerda i Cloutier, 2012).
Mapowanie asocjacyjne okazato si¢ uzyteczne do identyfikacji markeréw cech ktorych loci
ilosciowe tlumacza znaczng zmiennosci cechy (Soto-Cerda i Cloutier, 2012). Metoda ta ma
jednak ograniczone zastosowanie w przypadku cech ztozonych o stabych efektach
poszczegdblnych loci (Hall i in., 2010).

Selekcja genomowa (SG)

Selekcja oparta o wybrane regiony genomu nie uwzgledniata tta genetycznego oraz roli
"mato" istotnych genoéw czy tez ich oddzialywan epistatycznych. Dopiero podejscie
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populacyjne ukierunkowane na analiz¢ efektow porozrzucanych po calym genomie, a
wystepujacych w populacji wydawato si¢ by¢ wlasciwym rozwigzaniem. Przez dtugi czas
realizacja takich badan byla praktycznie niemozliwa ze wzglgdu na niewystarczajace moce
obliczeniowe komputeréw oraz brak odpowiednich narzedzi statystycznych. Wraz z
rozwojem mocy obliczeniowych oraz opracowaniem statystycznych podstaw SG
mozliwym stato si¢ przetwarzanie danych, ktére mozna wykorzysta¢ do prowadzenia
selekcji genomowej. Metoda po raz pierwszy zostata opisana przez Meuwissen w 2001
roku (Meuwissen i in., 2001). Selekcja genomowa wykorzystuje nowe modele statystyczne
i narzedzia bioinformatyczne polaczone z coraz wigksza wiedzg o genomie. W SG
markerom molekularnym przypisuje si¢ pewne wartosci powigzania z badang cecha
bazujac na precyzyjnym fenotypowaniu zréznicowanych materiatow roslinnych. Takie
powigzanie z badana cecha okresla si¢ jako genomowa szacunkowa warto$¢ hodowlang
(GEBV — Genetic Estimated Breeding Value) (Heffner i in., 2009), a rosliny
charakteryzujace si¢ najwyzsza wartoscia GEBV sg wykorzystywane do krzyzowan (Jonas
i Koning, 2013). Zaden z zastosowanych markeréw nie jest pomijany w analizie dzieki
czemu uwzgledniony jest caloksztalt zmienno$ci cechy oraz tla genetycznego.
Zastosowania GEBV stalo si¢ wykonalne w polaczeniu z wysokoprzepustowymi
platformami genetycznymi (Hamblin i in., 2011).

Aby prowadzi¢ SG formuje si¢ populacje treningowa sktadajacg si¢ z linii
odzwierciedlajgcych material programu hodowlanego. Taka populacja treningowa
powinna sktada¢ si¢ z co najmniej 500 form. Nastgpnie przeprowadza si¢ jej genotypo-
wanie i fenotypowanie. Dzigki temu uzyskuje si¢ zbioér danych zawierajacy zapis
fenotypowej i genotypowej charakterystyki osobnikow. Populacja treningowa jest
wykorzystywana jedynie w celu oszacowania wartosci GEBV. Precyzyjne okre$lenie
GEBV jest znaczacym czynnikiem w selekcji genomowej. Pozwala ono ustali¢
prognozowang warto$¢ danej linii dla ktorej zostaje wyznaczone dzigki czemu hodowca
moze okresli¢ jakimi cechami bedzie charakteryzowac si¢ roslina przed jej wysianiem. Aby
uzyska¢ doktadne GEBV stosuje si¢ odpowiednie metody statystyczne. Najczesciej sa to:
najblizsza liniowa nieobcigzona predykcja (BLUP ang. Best Linear Unbiased Prediction) i
jej rozszerzenia RR-BLUP (Ridge Regression BLUP) czy GBLUP (Genomic BLUP) oraz
metoda Bayesian (Meuwissen i in., 2001, Habier i in., 2013). Wszystkie te modele
statystyczne ulegaja ciaglym przeksztalceniom, przez co powstajg nowe platformy
wykorzystywane w SG (Habier i in., 2013).

Po oszacowaniu GEBV do dalszego krzyzowania wykorzystywane sg osobniki o
najwyzszej wartosci GEBV dzigki czemu uzyskuje si¢ populacje mieszancow
wzbogaconych o pozadane allele. Typowanie kolejnych osobnikow do krzyzowan odbywa
si¢ na podstawie genotypowej wartosci hodowlanej (z pominigciem etapu fenotypowania).
Zwykle przeprowadza si¢ kilka cykli selekcji w oparciu o GEBV z ewentualnym etapem
korygowania modelu treningowego. Wyselekcjonowang pule form wzbogaconych o
pozadane allele zwykle nalezy wyréwna¢ pod wzgledem genetycznym poprzez choéw
wsobny lub metodami kultur in vitro. Zaleta SG jest zachowanie wyj$ciowej zmiennos$ci
badanych materiatow z jednoczesnym wyprowadzeniem form wzbogaconych o pozadane
allele. SG minimalizuje czasochtonng ocen¢ fenotypowa cech wielokrotnie ztozonych i
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skraca dhugos¢ cyklu hodowlanego powodujac wzrost korzysci w jednostce czasu.
Sprawdza sie to zwlaszcza dla ro$lin wieloletnich, ktére wymagaja Kilkuletniej oceny
fenotypowej (Jonas i Koning, 2013).

PODSUMOWANIE

Od dtuzszego czasu mozna zauwazy¢ wzrost nacisku na zwigkszenie i zrownowazenie
produkciji zywieniowej. W zwigzku z tym opracowuje sie coraz nowsze narzedzia
gwarantujace wicksza dokladnos¢ selekcji. Obecnie wykorzystywane metody selekcji
zostaly wzbogacone o osiagniecia biologii molekularnej oraz modele statystyczne
umozliwiajgce zarowno identyfikacj¢ markerow poszczegolnych cech bedgcych wynikiem
dziatania pojedynczych genoéw jak i takich ktore sg uwarunkowane wieloma QTL-ami w
réznym stopniu tlumaczacymi zmienno$¢ fenotypowa cechy. Najnowsze metody selekcji
umozliwiajg realizacj¢ prac zaréwno z wykorzystaniem modeli mendlowskich, jak i
populacyjnych. Kazdy z wymienionych modeli ma swoj zdefiniowany obszar dziatania,
ktore definiuje jego wykorzystanie w ramach konkretnych potrzeb eksperymentalnych.
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