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Quantitative genetics —review through the century

W pracy przedstawiono rozwoj genetyki cech ilosciowych na tle najistotniejszych osiagnigé
w biometrii i naukach biologicznych. Dokonano przegladu stosowanych podejs¢ i metod w ujeciu
historycznym wyodrebniajac cztery zasadnicze okresy: 1 — powstanie hipotezy czynnikow
wielokrotnych, 2 — rozwdj metod opartych na mieszancach wczesnych pokolen, 3 — zastosowanie
linii podwojonych haploidow (DH) w badaniach nad dziedziczeniem cech ilo§ciowych, 4 — polaczenie
metod genetyki ilosciowej i molekularnej. Okresy te scharakteryzowano biorac pod uwage mozliwosci
oceny efektow allelicznego i nieallelicznego dziatania genow, liczby segregujacych gendow oraz
wykrywania sprzgzen. Omowiono takze najnowsze trendy w badaniach dotyczacych molekularnych
podstaw dziedziczenia cech ilo§ciowych.

Stowa kluczowe: genomika iloSciowa, loci dla cech ilosciowych, niealleliczna interakcja, poligeny,
sprzezenia

In the paper a development of quantitative genetics has been presented on the background of the
main achievements in biometry and biology. Different approaches and methods in historical aspect
have been described and four periods in quantitative genetics history were distinguished: (1)
formulating the hypothesis of polygenes, (2) the development of methods based on segregating
generations, (3) the use of doubled haploid populations in analysis of quantitative inheritance, (4)
combining quantitative and molecular genetics. These periods have been characterized taking into
account estimation of allelic and nonallelic gene action effects, number of segregating genes and
presence of linkage between genes. Current trends in studies on molecular basis of quantitative
inheritance were also discussed.
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WSTEP

Gregor Johann Mendel, zakonnik, opat i nauczyciel czeski, zyjacy w latach 1822—1884,
uznawany jest za tworcg teoretycznych podstaw genetyki. Prowadzac do§wiadczenia nad
mieszancami grochu siewnego odkryt w zjawiskach dziedziczenia pewne prawidtowosci
nazwane pozniej prawami Mendla. Zarowno Mendel, jak i jego nastgpcy $wiadomie
pomijali cechy o zmiennosci ciagtej, prawdopodobnie dlatego, ze wprowadzityby one
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zaburzenia do interpretacji wynikow. Tymczasem cechy ro$lin i zwierzat wykazujace
zmienno$¢ ciggla byly juz w dziewigtnastym wieku obiektem badan, gtownie statystykow.
Nalezy tu wymieni¢ przede wszystkim Francis Galtona (1822—1911), uznawanego za ,,0jca
chrzestnego” biometrii. W 1889 roku opublikowat on ,,Natural inheritance”, prace, w ktorej
podat ogblne podstawy metod analizy zmiennos$ci u rodzicéw i ich potomstwa.

Galton 1 jego uczniowie, a takze Karl Pearson (1857-1936) ze swoimi uczniami
negowali stuszno$¢ stosowania praw Mendla w odniesieniu do cech ilosciowych i trakto-
wali zasady dziedziczenia niecigglego jako wyjatek od uznawanego przez nich dzie-
dziczenia typu ciaglego i1 ,,mieszajgcego si¢”. Z kolei zwolennicy Mendla uwazali
uznawang przez biometrow zasad¢ dziedziczenia za niezgodna z nieciagly zmiennoscia
genetyczng, posuwajac si¢ nawet do stwierdzenia, ze istnienie ciaglej zmiennoS$ci
fenotypowej jest dowodem niedziedzicznego charakteru cechy.

Spor miedzy grupa genetykdéw i biometrow probowat rozstrzygna¢ Yule w 1906 roku
twierdzac, ze nie ma sprzecznosci mi¢dzy zasadami dziedziczno$ci ciaglej i nieciagte;j.
Wykazat on, ze dziedziczenie zmienno$ci cigglej mozna wytlumaczy¢ istnieniem wielu
czynnikow wywotujacych niewielkie i podobne efekty, przy czym kazdy pojedynczy
czynnik dziedziczy si¢ zgodnie z prawami Mendla. Koncepcja tzw. czynnikow
wielokrotnych zostala poparta przez dwoch genetykéw szwedzkich: Johannsena, ktory
prowadzac eksperyment z fasolg wykazal, ze ciggly charakter zmiennosci jest wynikiem
tacznego dziatania czynnikow dziedzicznych i niedziedzicznych oraz Nilsona-Ehle, ktory
opisal naturalny model dziatania czynnikéw wielokrotnych prezentowany przez Yule’a.
Ostateczny dowdd, ze dziedziczenie cech ilo§ciowych mozna przypisywac licznym genom
0o podobnym dziataniu przedstawil East (1916). Jednakze za poczatek rozwoju
nowoczesnej genetyki cech ilo§ciowych mozna przyja¢ date ogloszenia w roku 1918 przez
Ronalda Fishera pracy pt. ,,The correlation between relatives on the supposition of
Mendelian inheritance”. W pracy tej przedstawione zostaly podstawy modelowania
matematycznego dotyczace dziatania genow przy dziedziczeniu poligenicznym.

Wykorzystanie metod statystycznych w badaniach z zakresu genetyki ilosciowej mozna
bylo obserwowaé przez caly ubiegly wiek, a i obecnie, wraz z rozwojem biologii
molekularnej nie tylko ono nie maleje, ale nabiera coraz wickszego znaczenia. Co wiecej,
im bardziej wyrafinowane metody molekularne sa stosowane, tym bardziej skomplikowane
metody statystyczne musza by¢ opracowywane i uzywane do poprawnej analizy i
interpretacji wynikéw eksperymentoéw biologicznych.

BADANIE STRUKTURY GENETYCZNEJ POPULACII POD WZGLEDEM CECH
ILOSCIOWYCH POPRZEZ STATYSTYCZNA ANALIZE ZMIENNOSCI

Wykazanie przez Johannsena wystgpowania rdéznicy miedzy genotypem i fenotypem
oraz udowodnienie przez Nilssona-Ehle i Easta faktu, ze cechy ilo$ciowe dziedziczg si¢
zgodnie z prawami Mendla pozwolilo jednoznacznie stwierdzi¢, ze zmienno$¢ fenotypu
jest wynikiem tgcznego dziatania genotypu i srodowiska.

Dziatanie to mozna przedstawi¢ w postaci liniowego modelu matematycznego.

Model matematyczny warto$ci fenotypowej mozna zapisac nastgpujaco:
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P=G+E,
gdzie:
G — jest wartoscig genotypowa, a E — efektem srodowiskowym.
Korzystajac ze wzoru na wariancj¢ sumy zmiennych losowych oraz przyjmujac
nieskorelowanie zmiennych G i E otrzymujemy

2 _ 2 2
Op,=0;t0;
b

gdzie o3 jest wariancjg fenotypows, 62 — wariancja genotypows a 07 — wariancja

srodowiskowa.

Fisher (1918) zaproponowal podziat zmiennosci genetycznej na 3 sktadniki zmiennosci
dziedzicznej, ktory stat si¢ paradygmatem genetyki ilosciowe;j:

— zmiennos$¢ addytywna, okreslajaca réznice migdzy homozygotami w kazdym locus,

— zmienno$¢ dominacji, wynikajaca ze wspoldzialania alleli (wspotdziatanie intra-
alleliczne),

— zmiennos$¢ epistatyczng, wynikajagca ze wspoldziatania gendéw nieallelicznych

(wpoldziatanie interalleliczne).

Oznacza to, ze wariancj¢ genotypowa mozna przedstawi¢ jako wariancje addytywna,
02, inieaddytywng o7 4, bedaca sumg wariancji dominacji o3 i epistazy o7, czyli

O'é =O'j +O'§,A = O'j +a,§ +O'12.

Stosunek wariancji genotypowej, a takze genetycznej wariancji addytywnej do
wariancji fenotypowej moze by¢ znaczacg wlasciwoscia populacji ze wzgledu na badang
ceche ilosciowa. Udziat wariancji genotypowej 62 w wariancji fenotypowej o3 $wiadczy
o stopniu zgodnos$ci warto$ci fenotypowej P z warto$cia genotypowa G u osobnikow danej
populacji, natomiast udziat genetycznej wariancji addytywnej o7 w wariancji fenotypowej
o2 okredla stopien wspotzaleznosci (zgodnoéci) miedzy wartoécig fenotypowa a sumg
efektow addytywnych. Zgodno$ci te wyrazi¢c mozna za pomocg dwoch wielkosci
przedstawiajacych odpowiednio wspotczynnik odziedziczalno$ci w szerszym sensie

hg = % = 0—§
Oo,+0; Op

1 wspdtezynnik odziedziczalnosci w wezszym sensie

2 2
h? = oy Oy
4
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CECHY JAKOSCIOWE A CECHY ILOSCIOWE

Jak stwierdziliSmy wyzej, zasadniczg roznicg miedzy cechami jako$ciowymi a iloscio-
wymi, ktora legta u podstaw sporu miedzy biologami na poczatku ubieglego wieku, jest
ciggly charakter zmienno$ci cech ilo$ciowych. Fakt ten implikuje nieco inne podejscia
w pracach nad poznaniem sposobu ich dziedziczenia. W przypadku cech jakosciowych
gtéwny nacisk potozony jest na:

— liczbe gendéw warunkujacych ceche,

— wspoldzialanie alleli w jednym locus (dominacja, ko-dominacja, recesywnosc),
— wspoldziatanie alleli z réznych loci (epistaza),

— oszacowanie wspotczynnika rekombinacji (w przypadku cech sprz¢zonych).

Wszystkie te informacje mozna tatwo uzyska¢ obserwujac badang cech¢ u mieszancow
pokolenia F; oraz rozszczepienia w pokoleniu F, lub/i w pokoleniach mieszancoéw
uzyskanych w pokoleniach wstecznych.

W odniesieniu do cech ilosciowych badania zmierzajg do poznania ich dziedziczenia
poprzez:

— okreslenie sposobu dziatania genéw na podstawie:

— oceny efektow addytywnych i dominacyjnych,

— oceny efektow wspoétdziatania gendw z roznych loci (niealleliczna interakcja),
— oszacowanie liczby czynnikow efektywnych warunkujacych dang ceche,

— stwierdzenie, czy geny warunkujgce dang ceche dziedzicza si¢ niezaleznie.

Istotnym elementem badan zwigzanych z cechami ilo$ciowymi jest takze okre$lenie
wptywu $rodowiska na obserwowang zmienno$¢ oraz interakcji genotypowo-
srodowiskowe;.

Jak mozna zauwazy¢, zasadnicza réznica mi¢dzy tymi dwiema grupami cech polega na
tym, ze w cechach jakosciowych stwierdza si¢ wystgpowanie danego zjawiska na
podstawie prostych obserwacji fenotypowych, natomiast w cechach ilo§ciowych wyraza
si¢ efekty tego zjawiska liczbowo. Najcze$ciej szacuje si¢ odpowiednie parametry
genetyczne (na podstawie wartosci $rednich lub wariancji) 1 na podstawie ich istotnosci
wnioskuje si¢ sposobie dzialania gendéw. Do najczgSciej stosowanych parametrow,
opartych na wartosciach srednich odpowiednich zestawow generacji naleza (w tzw. zapisie
F.-metrics): [d], [h], [i], [1], 1 [j], charakteryzujace, kolejno, efekty addytywnego dziatania
genow, dominacji oraz nieallelicznej interakcji loci homo x homo, hetero x hetero i homo
x hetero (Mather i Jinks, 1970; Kaczmarek i in., 1984).

W przypadku cech ilosciowych analiza tylko mieszancow F; i F» jednej kombinacji
krzyzoéwkowej, tak jak ma to miejsce w badaniu dziedziczenia cech jakoSciowych, nie
pozwala ani na okres$lenie sposobu dziatania genow, ani na oszacowanie liczby genow, czy
tez stwierdzenie wystgpowania sprz¢zen. Aby uzyska¢ cho¢ czg¢s¢ z tych informacji, w
polowie ubieglego wieku rozwinig¢to wiele metod opartych na analizie mieszancow
uzyskanych z krzyzowan w odpowiednich uktadach, badz tez na analizie mieszancow kilku
pokolen tej samej kombinacji krzyzowkowe;.
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METODY OPARTE NA MIESZANCACH WCZESNYCH POKOLEN

Lata piec¢dziesigte 1 sze$c¢dziesigte dwudziestego wieku byly okresem intensywnego
rozwoju metod analizy dziedziczenia cech ilosciowych opartych na danych uzyskiwanych
z obserwacji mieszancow wczesnych pokolen. Mozna podzieli¢ je na dwie grupy:

— jednoczesna analiza tego samego pokolenia (najczeéciej Fi) réznych kombinacji
krzyzowan,
— jednoczesna analiza r6znych pokolen tej samej kombinacji krzyzowan.

Do pierwszej grupy zaliczy¢ mozna metody wykorzystujace rézne uktady krzyzowan,
na przyktad krzyzowania dialleliczne, linia X tester, top-croos i inne pokrewne. Analizujac
mieszance uzyskane z takich krzyzowan mozna oszacowaé wariancj¢ addytywna i
nieaddytywna, a testowanie odpowiednich hipotez dotyczacych komponentow
wariancyjnych pozwala na przyktad stwierdzi¢c wystepowanie dominacji, oszacowaé
stosunek genow dominujacych do recesywnych czy wspotczynnik odziedziczalnosci.
Metody te ograniczone s3 jednak szeregiem zatozen, z ktdrych najistotniejsze to brak
nieallelicznej interakcji i brak sprz¢zen (Hayman, 1954; Griffing, 1956; Dobek i in., 1978).
Zatozenia te zawezaly zakres uzyskiwanych informacji, sprowadzajgcych si¢ w zasadzie
do okreslenia podstawowego sposobu dziatania genéow (addytywnos$¢, dominacja), co
wigcej, informacje te dotyczyly calego zestawu analizowanych mieszancow, a nie
pojedynczych kombinacji. Przyjecie takich zatozen byto konieczne, poniewaz
uwzglednienie nieallelicznej interakcji oraz wspotczynnika rekombinacji powoduje, ze
warto$ci oczekiwane $rednich i wariancji pokolen segregujacych bardzo si¢ komplikuja
poprzez wystgpowanie szeregu parametrow, ktorych nie mozna oszacowac.

Druga grupa metod dotyczy jednoczesnej analizy kilku réznych pokolen tej samej
kombinacji krzyzéwkowej. Wydaja si¢ one bardziej interesujace zarowno dla genetykow,
jak 1 dla hodowcow, poniewaz odnosza si¢ do potomstwa konkretnej pary rodzicow.
Najprostsze z nich obejmujg analiz¢ mieszancow Fi, F2, By, By, P11 P2 badz Fy, F», F3, Py,
P,. Pozwalaja one oszacowac efekty addytywnego dzialania gendéw, dominacji oraz
nieallelicznej interakcji: [i], [j] 1 [1] w pierwszym przypadku oraz [i] i [I] w drugim (Mather
i Jinks, 1970, 1982; Kaczmarek i in., 1984). Jak wida¢, metody te sg bardziej ,,postepowe”
w stosunku do poprzednich, gdyz nie zakladaja braku nieallelicznej interakcji, zakladaja
jednak brak sprzezen. Nie pozwalajg takze na oszacowanie liczby genow (lub, za
Matherem, czynnikow efektywnych oznaczajacych gen lub grupe genow Scisle
sprzezonych, ktorych efekt fenotypowy jest taki, jak dziatanie jednego genu).

Oba zagadnienia, sprz¢zenia i liczba genow, tak proste do okreslenia w przypadku cech
jako$ciowych, okazaly si¢ najtrudniejsze do oceny dla cech o zmiennosci cigglej. Poniewaz
w genetyce klasycznej liczba genow warunkujacych ceche jakosciowa byta podstawowa
informacja uzyskiwang z do$wiadczen, rowniez na gruncie biometrii podejmowano ten
temat stosunkowo wczesnie. W 1941 roku Michaelis zaproponowal podejscie bazujace na
szacowaniu frakcji osobnikow homozygotycznych w kolejnych pokoleniach mieszancow
pochodzacych od pary homozygotycznych form rodzicielskich. W latach pig¢dziesigtych
Wright podat estymator oparty na warto$ciach $rednich i wariancjach cechy ilosciowej u
mieszancow pokolenia F, i ich form rodzicielskich, a w 1976 roku Jinks i Towey
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zaproponowali metod¢ wykorzystujaca oszacowanie liczby heterozygot na podstawie
potomstwa Fn.» wyprowadzonego z pokolenia Fy. Te, jak rowniez inne, nie wspomniane tu
metody z tego okresu mialy szereg niedoskonatosci zwigzanych m.in. z trudnosciami w
okreslaniu stopnia homo- lub heterozygotycznosci osobnikow oraz z koniecznos$cia
przyjecia szeregu zalozen genetycznych, takich jak brak sprzgzen, i nieallelicznej
interakcji, czy homozygotycznos¢ form rodzicielskich (Hill i Avery, 1978).

Wykrywanie sprzezen genow kontrolujgcych cechy mierzalne nalezato do
najtrudniejszych zagadnien klasycznej genetyki iloSciowej, poniewaz uwzglgdnienie
wspotczynnika rekombinacji, zwlaszcza przy rownoczesnym uwzglednieniu nieallelicznej
interakcji powoduje, ze wartosci oczekiwane srednich i wariancji pokolen segregujacych
wyrazone s3 jako funkcje wielu parametrow, ktorych ocena na podstawie danych
eksperymentalnych jest niemozliwa (Opsal, 1956). W okresie od lat czterdziestych do
osiemdziesigtych ubieglego wieku powstato kilka metod wykrywania sprzezen genéw na
podstawie generacji segregujacych (mowimy o wykrywaniu sprzgzen, a nie o ocenie
warto$ci wspolczynnika rekombinacji (p), gdyz przy zalozeniu kontrolowania cechy
ilosciowej przez wiele genéw o niewielkich efektach pojedynczego genu oszacowanie
wspotczynnika p dla pojedynczej pary gendw na gruncie klasycznej genetyki ilosciowej
byto niemozliwe, natomiast warto$¢ usredniona dla wielu genow sprzezonych ze sobg nie
ma sensu genetycznego). Metody te oparte byly na poréwnywaniu wartosci §rednich lub
wariancji odpowiednio dobranych zestawdw generacji. Nalezy przy tym zwréci¢ uwage,
ze w przypadku wykorzystania $rednich warto$ci cech sprzezenia moga by¢ wykryte
jedynie wowcezas, gdy wystepuje niealleliczna interakcja, poniewaz wspotczynnik
rekombinacji zwigzany jest tylko z efektami epistatycznymi, nie obcigza natomiast efektow
addytywnego dziatania genow 1 dominacji (Surma, 1996). Na przyklad wartosé
oczekiwana $redniej mieszancoéw pokolenia F» jest rowna:

Fa = m + Y(hathe) + Y4(1-2p)ias + 5 {(1-2p)+2p Ly ,

gdzie m jest warto$cig statg niezalezng od segregujacych genow, h,i hy 0znaczajg efekty
dominacji w loci A- i B-, natomiast i 1 L., — efekty nieallelicznej interakcji odpowiednio
loci homo- 1 heterozygotycznych. Natomiast w metodach wykorzystujacych wariancje
pokolen segregujacych sprzezenia moga by¢ wykryte takze wowczas, gdy niealleliczna
interakcja nie wystepuje (Mather, 1949; Opsal, 1956; Snape i Simpson, 1981). Mather
(1949) wykazat, ze w wyniku sprzezen addytywne (D) i dominacyjne (H) komponenty
wariancji genetycznej zmieniajg si¢ w zalezno$ci od liczby rund rekombinacji, ktorych
wynikiem jest obserwowana zmienno$¢. Zaproponowal wykrywanie sprzezen poprzez
badanie homogennos$ci wariancji D lub/i H kolejnych pokolen mieszancowych (Fo—F3). W
1956 roku Opsal rozwingt metod¢ Mathera proponujgc jednoczesng analize pokolen F», F3,
FaxPi, FoxPy 1 FoxFi. W 1969 roku Jinks i Perkins podali interesujaca, aczkolwiek
pracochtonng metode wykrywania sprzezen na podstawie jednoczesnej analizy 21
generacji (P1, Pz, F1, Fz, Bl, Bz, F3, F2><P1, F2><P2, FzXFl, szip, B11, B12, B21, Bzz, B1><F1,
B2xF1, Bibip, Bavip, Bis, Bas). Ci sami autorzy rok pézniej zaproponowali wykrywanie
sprz¢zen na podstawie wariancji pokolen Fa, FoxF 1 Fauip (przy braku sprzgzen wariancje
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tych pokolen sa rowne), (Perkins, Jinks, 1970). W 1978 roku Jinks wykazatl, ze w
badaniach dotyczacych wykrywania sprzgzen mogg by¢ wykorzystane réznice migdzy
srednimi pokolen B 1 F2xPy, B, 1 FoxP; oraz F» 1 FoxFy, ktore przy braku sprzezen sa rowne
Zero.

Przytoczono wyzej tylko niektore metody analizy dziedziczenia cech ilosciowych,
opracowane do lat 80. dwudziestego wieku. Wérod nich najszersze zastosowanie w bada-
niach genetycznych i hodowlanych znalazty krzyZzowania dialleliczne, z dwoch wzglgdow.
Z jednej strony pozwalaty uzyska¢ informacje o sposobie dziedziczenia cechy, z drugiej
natomiast oszacowacé parametry hodowlane (og6lna i specyficzng zdolno$¢ kombinacyjng),
ktorych znajomos¢ utatwiata wybdr par rodzicielskich do krzyzowan (Dobek i in., 1978).
Inne metody, szczegdlnie te, ktoére zwigzane byly z konieczno$cig analizowania wielu
pokolen, nie znalazly szerszego zastosowania w badaniach genetycznych, szczegdlnie w
przypadku ro$lin samopylnych, poniewaz wymagaly duzego naktadu pracy w
przygotowaniu materiatu roslinnego.

Omawiajac wykorzystanie pokolen segregujacych w analizie dziedziczenia cech
iloSciowych nie mozna poming¢ wspolczynnika odziedziczalno$ci, wspomnianego
w rozdziale 2. Wiele kontrowersji wzbudzaty zaréwno bardzo zréznicowane wartosci tego
parametru uzyskiwane dla tej samej cechy w obrebie gatunku, jak i niekiedy, szczeg6lnie
w odniesieniu do wspdtczynnika odziedziczalnosci w waskim sensie, wartosci ujemne.
Wynikatly one z réznego zestawu badanych genotypow, réznych warunkéw srodowiska, w
ktorych przeprowadzano doswiadczenia, a w przypadku odziedziczalnosci w waskim
sensie — takze z niespetlnienia zatozen o braku sprzg¢zen inieallelicznej interakcji
(Kaczmarek i in., 1983).

W literaturze z tego okresu mozna spotkac opinie, ze osiagnigcia teoretyczne genetyki
ilosciowej byty znacznie wicksze niz eksperymentalne.

KLASYCZNE METODY OPARTE NA POPULACJACH HOMOZYGOTYCZNYCH

W latach siedemdziesigtych ubieglego wieku, wraz z rozwojem metod in vitro
umozliwiajacych haploidyzacje ro$lin i uzyskiwanie tg droga linii podwojonych haploidow
(DH), w badaniach nad dziedziczeniem cech ilosciowych zacze¢to stosowac populacje linii
homozygotycznych, ktore zastgpowaly generacje segregujace. Populacje takie moga
tworzy¢ linie podwojonych haploidow (DH) lub formy uzyskane technikami tradycyjnymi,
w tym technika pojedynczego ziarna (SSD — single seed decent).

Linie DH uzyskuje si¢ poprzez haploidyzacje mieszancow wczesnych pokolen, a
nastgpnie podwojenie u tych form liczby chromosoméw. Populacja roslin haploidalnych
otrzymanych z mieszancow F; odpowiada losowej probie gamet wytwarzanych przez
heterozygoty. Podwajajac liczb¢ chromosoméw u haploidow mozna wigc uzyskac
populacje form catkowicie homozygotycznych o ,,utrwalonej” segregacji na poziomie
gametycznym, odpowiadajaca nieselekcjonowanej populacji linii prawie homozygo-
tycznych otrzymanych tradycyjnymi technikami.

Pierwsze formy haploidalne u ro$lin otrzymano juz w potowie lat 60. dwudziestego
wieku, jednak zbyt niska efektywno$¢ stosowanych metod nie pozwalala na ich
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wykorzystanie w praktyce. Zasadniczy przetlom nastgpit w 1970 roku wraz z opraco-
waniem efektywnej metody otrzymywania form haploidalnych jeczmienia uprawnego
(Hordeum vulgare) droga krzyzowania z H. bulbosum (Kasha i Kao, 1970). W ciagu
kolejnych 5 lat dopracowana zostala takze metoda androgenezy, pozwalajaca na uzyskanie
haploidow z przeszto 200 gatunkow roslin. W Polsce pierwsze haploidy jeczmienia droga
eliminacji chromosomoéw uzyskano tu juz w pierwszej polowie lat siedemdziesigtych, a
pierwsze prace na ten temat ukazaly si¢ na poczatku lat osiemdziesigtych (Adamski i in.,
1983).

Wraz z rozwojem metod uzyskiwania linii podwojonych haploidéw pojawily si¢ prace
dotyczace wykorzystania tych form w analizie genetycznej cech iloSciowych. Pierwszym,
ktory zwrocit uwage na linie podwojonych haploidow jako na dobry materiat do badan
genetycznych byt Gardner (1977). Autor ten podkreslat przede wszystkim fakt, iz mozliwe
jest uzyskanie, w wyniku kontrolowanego rozmnozenia, wielu kopii tego samego
genotypu, co w przypadku cech ilosciowych oznacza mozliwo$¢ prowadzenia do§wiadczen
Z powtorzeniami tego samego genotypu, czego nie mozna dokona¢ np. z mieszancami
pokolen segregujacych. Okazalo si¢ takze z wielu opracowan teoretycznych, ze populacje
linii homozygotycznych w poréwnaniu z mieszancami wczesnych pokolen znacznie
upraszczajg schematy analizy dziedziczenia ilo§ciowego, poniewaz nie wystepuja w nich
efekty dominacji oraz nieallelicznej interakcji typu [j] i [1] (Choo, 1981). Rozwinigto szereg
metod opartych na analizie linii podwojonych haploidow. Opracowano miedzy innymi
metodg¢ estymacji parametrow genetycznych zwigzanych z addytywnym dziataniem genéw
i interakcja loci w stanie homozygotycznym na podstawie linii 0 maksymalnej i minimalne;j
warto$ci cechy, (Surma i in., 1984). Opracowano takze metodg oceny efektow dziatania
genow na podstawie serii do§wiadczen z liniami DH, co pozwolito na znalezienie srednich
ocen parametrow, a takze na okreslenie interakcji kazdego parametru ze $srodowiskiem i
zbadanie struktury tej interakcji (Adamski, 1993).

Linie DH postuzyly réwniez do analizy sprzezen gendéw kontrolujacych cechy
ilosciowe. Jak wiadomo zmienno$¢ populacji linii DH wynika z segregacji i rekombinacji
zachodzacej podczas gametogenezy. Zmiennos¢ linii DH uzyskiwanych z mieszancow F;
i F, bedzie taka sama, o ile geny kontrolujgce rozpatrywane cechy nie sg sprz¢zone (Snape
i Simpson, 1981; Kaczmarek i in., 1994). Wykazano, iz przy braku sprzgzen czgstosé¢
rekombinantéw w populacjach linii F{DH i FoDH, a takze linii uzyskanych technikg SSD
jest taka sama, a co za tym idzie — $rednie 1 wariancje cech iloSciowych tych populacji nie
réznig si¢. PorOwnanie populacji otrzymanych z réznych pokolen, a wigc z
wykorzystaniem roznej liczby rund rekombinacji (np. FiDH, F,DH, SSDgs ) daje
mozliwos¢ wnioskowania o wystepowaniu sprzezen, gdyz wraz z zwigkszeniem liczby
rund rekombinacji wzrasta prawdopodobienstwo przerwania sprzezen. Powoduje to, iz
korelacje migdzy dwiema cechami, bedace wyrazne i znaczace w populacji linii F{DH
(1 runda rekombinacji) staja si¢ znacznie stabsze w populacji F:DH (dwie rundy
rekombinacji). W przypadku wyst¢gpowania sprz¢zen czgstos¢ rekombinantow w populacji
SSD jest zawsze wicksza niz w liniach DH wyprowadzonych z mieszancéw wezesnych
pokolen (Fi, F»), czego konsekwencja s3 roznice w $rednich i wariancjach tych populacji
(Snape, 1976; Surma i in., 2002). Wykorzystujac srednie i wariancje pojedynczych cech
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oraz kowariancje dla pary cech w populacjach linii FiDH, F.DH i SSD opracowano metode
analizy wystepowania sprz¢zen mi¢dzy genami kontrolujacymi dang ceche, jak rowniez
pary cech ilosciowych (Kaczmarek i in., 1993, 1994, 2004).

Populacje linii homozygotycznych zostaly takze wykorzystane do okreslenia liczby
czynnikow efektywnych. W 1982 roku Choo i Reinbergs, a dwa lata pdézniej Snape i
wspotautorzy podali metode oceny liczby segregujacych loci na podstawie oceny efektow
addytywnych 1 wariancji addytywnej (Snape i in., 1984). Metody te wymagaja jednak
spelienia zatozen o rownosci efektow addytywnych ze wszystkich loci, braku sprze¢zen, a
takze o braku nieallelicznej interakcji. Przeprowadzone przez Kaczmarka i wsp. (1988)
badania wykazaty, ze nawet niewielkie efekty nieallelicznej interakcji powoduja znaczne
obciazenie uzyskanych tymi metodami ocen liczby gendw. Znaczacym postepem bylo wiec
opracowanie metodyki szacowania liczby czynnikow efektywnych uwzgledniajacej
wystepowanie nieallelicznej interakcji (Adamski i in., 1987; Kaczmarek i in., 1988).

W licznych badaniach wykorzystujacych zarowno pokolenia segregujace, jak ipo-
pulacje linii homozygotycznych okazato si¢, ze uzyskiwane oceny parametrow gene-
tycznych byty inne nie tylko dla réznych kombinacji krzyzowkowych, ale takze dla tej
samej kombinacji krzyzowan roznity si¢ w zaleznosci od warunkow srodowiska, w ktorych
przeprowadzano do$wiadczenia (Adamski, 1993; Surma, 1996; Kaczmarek i in., 2000,
2002). Niemozliwe wiec okazato si¢ uogdlnienie wynikéw uzyskiwanych przez roznych
autorow i stworzenie jednolitego schematu dziedziczenia cechy ilo§ciowej w odniesieniu
do danego gatunku roslin, tak jak ma to miejsce w przypadku cech jakosciowych. Nadzieja
taka pojawila si¢ z chwila rozwoju metod genetyki molekularne;.

METODY WYKORZYSTUJACE BADANIA MOLEKULARNE

Lata osiemdziesigte i dziewigcdziesigte ubieglego wieku to okres intensywnego
rozwoju biologii molekularnej. Szczegolnie odkrycie reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR) zaowocowalo opracowaniem wielu markeréw DNA, ktore umozliwity konstruo-
wanie map genetycznych wysyconych w stopniu nieporownywalnie wigkszym, anizeli w
przypadku wykorzystania tylko markerow fenotypowych czy izoenzymatycznych. Przed
genetyka ilosciowg pojawita si¢ nowa szansa: mozliwo$¢ mapowania loci determinujacych
cechy ilosciowe (QTL) poprzez wykorzystanie zjawiska sprzezenia pomiedzy cechami
ilo§ciowymi uwarunkowanymi poligenicznie a jakosciowymi (w tym wypadku markerami
molekularnymi) determinowanymi przez jeden gen. Wraz z rozwojem genetyki
molekularnej wzrosto zapotrzebowanie genetykow na odpowiednie metody statystyczne.
Tak rozpoczeta si¢ wspotpraca genetykow z dwoch dotychczas odlegltych obszarow:
genetyki ilosciowej postugujacej si¢ metodami statystyczno-matematycznymi i genetykow
molekularnych  badajacych strukture molekularng czynnikéw 1 mechanizmow
chemicznych zwigzanych z procesem dziedziczenia.

Mapowanie cech ilosciowych mozna okresli¢ jako oceng¢ zwigzkow migdzy zmienng
ciggla a wiecloma cechami jakoSciowymi w modelu regresyjnym. Literatura dotyczaca
metod statystycznych stosowanych do analizy danych obejmujgcych obserwacje cechy
ilosciowej oraz genotypéw markerowych jest bardzo obszerna (por. Tanksley, 1993;
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Jansen, 1997; Doerge i in., 1997). Do mapowania QTL wymagane sg stosunkowo duze
populacje mieszancoéw (F2, BCi, BC,) lub linii homozygotycznych (DH, SSD). W wyniku
przeprowadzonej analizy uzyskuje si¢ informacje o potozeniu i efektach poszczegolnych
loci wptywajacych na dang ceche ilosciowa. Tak wigc korzystajac z metod molekularnych
mozna wypowiada¢ si¢ o dziataniu poszczegdlnych genow, podczas gdy genetyka
klasyczna bada zlozone zestawy pokolen umozliwiajace oceng parametrow opisujacych
sposob dziatania zespotu wszystkich segregujacych gendéw. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
badanie markeréw sprowadza si¢ najczesciej do populacji linii homozygotycznych, co
umozliwia oceng¢ tylko efektow addytywnych. Ocena efektow dominacji wymaga uzycia
pokolen F, lub BC, natomiast ocena efektow epistatycznych wymaga bardzo duzych
wielkosci prob (Krajewski i in., 2004). Stad tez charakterystyka dziatania genow
otrzymana na podstawie obserwacji markerowych jest na og6l niepetna; ciagle
poszukiwane sg nowe rozwigzania poprzez zastosowanie bardziej ztozonych pokolen lub
populacji (Tanksley i Nelson, 1996; Jansen, 1997; Pillen i in., 2003).

Potaczenie metod molekularnych i biometrycznych pozwolito jednak rozwigza¢ dwa
najtrudniejsze problemy genetyki iloSciowej: oceng liczby gendéw oraz sprzgzen migdzy
genami warunkujgcymi cech¢/cechy ilo§ciowe. Ocena liczby loci w badaniach zwigzanych
z mapowaniem QTL jest wynikiem per se przeprowadzonych analiz. Zaleznie od
przyjetego kryterium statystycznego znajduje si¢ pewna liczbe loci, ktorych segregacja jest
zwigzana z poziomem cechy ilosciowej. Badania dotyczace poréwnania ocen liczby
czynnikow efektywnych uzyskanych metodami klasycznymi i metodami wyko-
rzystujacymi markery molekularne wykazaty najczes$ciej mniejsza ich liczbg w przypadku
zastosowania metod klasycznych (Snape, 1997; Krajewski, Bocianowski, 2003).

Na podstawie mapowania QTL mozna bezposrednio wnioskowac, czy loci kontrolujace
cechy sg sprzezone i czy wystgpuja sprzezenia mi¢dzy genami warunkujgcymi rozne
cechy. Stwierdzono, ze loci dla r6znych cech sg czesto potozone w tym samym regionie
genomu. W genomie jeczmienia mozna wyrozni¢ osiem takich regionow, na przyktad w
regionie potozonym na chromosomie 7 znaleziono loci dla plonu, wysokosci ro$lin,
wczesnosci i odporno$ci na wyleganie, natomiast na chromosomie 3 w poblizu locus denso
zlokalizowano loci odpowiedzialne za plon, wysoko$¢ i wezesno$¢ (Hayes i in., 1993).
Mimo licznych prac dotyczacych lokalizacji loci dla cech ilosciowych nie wyodrebniono
takich markeréw molekularnych, o ktorych z calg pewnoscia mozna by sadzi¢, ze beda
wlasciwe dla dowolnej kombinacji krzyzowkowej w obrebie danego gatunku. Liczba i
lokalizacja wykrytych QTL odnoszg si¢ gtdownie do populacji, na podstawie ktorej zostaly
zmapowane. W rdéznych populacjach zlokalizowane sa rézne QTL, poniewaz moga
segregowac rozne allele, ponadto dos§wiadczenia wykorzystujace rozne proby tej samej
populacji mogg prowadzi¢ do wykrycia innych QTL, czy wreszcie badania prowadzone z
zastosowaniem réznych systemoéw markerowych moga lokalizowa¢ QTL w innych
rejonach genomu (Tinker i in., 1996).
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GENOMIKA ILOSCIOWA

Potgczenie metod genetyki iloSciowej z mapowaniem genomow z jednej strony
rozwigzato niektore problemy zwigzane z analizg dziedziczenia cech ilosciowych, z drugiej
potwierdzito ich pewng ,nieuchwytnos¢”, o ktorej $wiadczyly juz wyniki badan
prowadzonych tylko metodami klasycznymi, takie jak zroznicowanie fenotypowych
efektow dziatania gendéw w zaleznoSci od s$rodowiska i analizowanej populacji, co
w duzym stopniu utrudnia ustanowienie jednolitego systemu dziedziczenia danej cechy
wlasciwego dla danego gatunku ze wskazaniem konkretnych miejsc w genomie, w ktorych
z calg pewnoscig znajdujg si¢ czynniki genetyczne warunkujace dang cechg.

Mozna jednak mie¢ nadziej¢, ze dynamicznie rozwijajaca si¢ genetyka molekularna
pozwoli w niedalekiej przysztosci pozna¢ molekularne podtoze cech ilosciowych. Pod
koniec XX i na poczatku XXI wieku jestesmy swiadkami formowania si¢ nowego obszaru
(dziedziny?) badan zwanego ,,genomikg ilosciowa” (por. np. Kadarmideen i in., 2006).
Idea genomiki ilosciowej polega na studiowaniu zlozonych cech fenotypowych w
odniesieniu do fragmentow sekwencji genomowych poznanych eksperymentalnie
i zlokalizowanych na mapach fizycznych genomow lub wrgcz w sekwencjach calogeno-
mowych znanych dla wielu organizméw. Poprzez cechy fenotypowe rozumie si¢ tu nie
tylko klasyczne cechy ,,produkcyjne”, lecz takze ilosSciowo okreslone w organizmach
poziomy transkryptow, biatek, metabolitow lub pierwiastkdéw chemicznych. Jezeli chodzi
o sekwencje, to moga to by¢ tzw. etykiety ekspresyjne (EST) oraz znane lub potencjalne
geny kodujace biatka oraz geny kodujace rozne rodzaje RNA, np. mikro RNA.

Wazng czescig genomiki ilosciowej jest fenotypowanie organizmow, na duza skalg, na
poziomie cech ,,widzialnych”, ale takze na poziomie transkryptomu, proteomu i metabo-
lomu, oraz odnoszenie zmienno$ci tych cech do map sprzezeniowych reprezentujacych
polimorfizm markerow DNA i ich rozmieszczenie w genomie. Podejscie takie jest
podstawa szukania tzw. eQTL, loci zwigzanych z ekspresja pewnych genéw (Jansen i Nap,
2001; Potokina i in., 2008), czy tez mQTL, loci zwiazanych z poziomem metabolitow
(Lisec i in., 2008). Nalezy zauwazy¢, ze analogiczna idea w odniesieniu do zmiennosci
poziomu biatek powstala juz znacznie wczesniej (Damerval i in., 1994). Integracja
wynikow mapowania cech z réznych ,,pozioméw” pozwoli na wyjasnienie szlakdéw
metabolicznych i dziedziczenia cech produkcyjnych. Obszar ten korzysta w sposob istotny
z szybko rozwijajacych si¢ mozliwosci technologicznych  (mikromacierze,
sekwencjonowanie).

Jednym z pierwszych $wiadectw, ze takie podejscie moze by¢ skuteczne, sg wyniki
w zakresie rozwoju systemow markeréow funkcjonalnych DNA (FM). Markery takie
obejmujg regiony genomu (geny) scharakteryzowane pod wzgledem sekwencji i funkcji.
Warunkiem jest, aby marker byt polimorficzny i aby polimorfizm ten zwigzany byt ze
zmienno$cia fenotypowa obserwowanej cechy ilosciowej (Liibberstedt i in., 2005).
Pierwszy tego typu marker opracowano dla kukurydzy, gdzie stwierdzono zwigzek miedzy
zmienno$cig terminu kwitnienia a polimorfizmem sekwencji o§miu motywow genu dwarf
8 (Thomsberry i in., 2001). Opracowanie i wykorzystanie markeréw FM jest jednak, jak
dotad, limitowane ze wzgledu na bardzo ograniczong znajomos¢ genow (i ich sekwencji),
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ktore majg bezposredni zwigzek z cechami ilosciowymi (Bagge i in., 2007). Jednak, wedlug
Mackay (2001), badania nad markerami funkcjonalnymi winny przenie$¢ genetykow od
epoki QTL, ktére wilasciwie sg regionami genomu zawierajacymi wiele genow (np. u
Drosophila $rednio 1 QTL obejmuje region, w ktorym znajduje si¢ ok. 500 genow), do
»hukleotydow determinujgcych ceche ilosciowa”, QTN (Quantitative Trait Nucleotides).

Korzystajac z dokonan biologii molekularnej mozna rozwina¢ i poglebi¢ analize takich
zjawisk genetyki ilociowej, jak np. heterozja, badajac to zjawisko w odniesieniu do
transkryptomu (Vuylsteke i in., 2005; Uzarowska i in., 2007; Pea i in., 2008).

Inng szans¢ moga dostarczy¢ badania nad mikroRNA. Sg to mate czagsteczki RNA
wystepujgce powszechnie w organizmach roslin wyzszych. Reguluja one ekspresje genéw
po transkrypcji, na poziomie dojrzalego mRNA. Poprzez regulacj¢ m.in. poziomu
czynnikow transkrypcyjnych i splicingowych wplywajga na procesy wzrostu i rozwoju
roslin oraz odpowiedzi na zmiany zachodzgce w Srodowisku.

By¢ moze wyniki badah mikroRNA ,,odstonig” molekularng natur¢ zmiennosci cech
ilo§ciowych i by¢ moze okaze si¢ prawdziwa sugestia Mathera, sformutowana w latach
czterdziestych, ze w poczatkowej fazie rozwoju ontogenetycznego istotng role odgrywaja
geny glowne o kluczowym znaczeniu dla kierunku rozwoju rosliny (np. geny kartowatosci,
wczesnos$ci), natomiast poligeny (o niewielkich efektach) maja znaczenie dopiero w fazie
pozniejszej, kiedy fenotyp przybiera ostateczny ksztalt pod wplywem czynnikow
genetycznych i sSrodowiskowych (Mather, 1949).
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