LESNE PRACE BADAWCZE, 2005, 1: 99-107.

Iwona SZYP-BOROWSKA"

MAPOWANIE LOCI CECH ILOSCIOWYCH
JAKO NOWE NARZEDZIE W HODOWLI SELEKCYJNEJ
DRZEW LESNYCH

MAPPING QUANTITATIVE TRAIT LOCI
AS ANEW TOOL IN FOREST TREE BREEDING

Abstract. Genetic mapping represents a new tool to help traditional tree
breeding methods through the identification of QTL and their integration into
marker assisted selection programs. Understanding of the genetic basis of
quantitative traits requires a combination of modern molecular genetic
techniques and powerful statistical methods. In this review, it has been
considered how developments in mapping across several forest trees have made
it possible to go from QTL location to candidate genes. Information on the
genetic control of adaptive and economically important traits will provide
abilities for foresters to enhance wood production and to preserve adaptive
capacity stands.
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1. WSTEP

Obecnie dokonuje si¢ ogromny postep w poznawaniu sekwencji genomu wielu
organizmdéw, od bakterii po czlowieka. W przypadku roslin dysponujemy juz
kompletnymi mapami genowymi rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) i ryzu (Ory-
za sativa) oraz pierwszym zsekwencjonowanym genomem drzewa lesnego — topoli
(Populus trichocarpa)’. Sekwencjonowanie genomu drzew le$nych stwarza nowe
pole dla odkry¢ naukowych, waznych takze dla lesnictwa. Naukowcy z calego
swiata beda bowiem mieli mozliwos¢ analizowania fundamentalnych mechaniz-
mow, ktore kontroluja procesy wzrostu i rozwoju roslin dlugowiecznych.

Mapy genetyczne to istotne narz¢dzie poznania struktury i ewolucji genomow
oraz wykrywania loci ", ktore kontroluja zmiennos¢ cech ilosciowych o znaczeniu
ekonomicznym (takich jak: produkcja masy drzewnej, produkcja nasion, sktad
chemiczny drewna, gestos¢ drewna, wielko$¢ piersnicy) i ekologicznym, zwigza-
nych z adaptacja do zmiennych warunkoéw srodowiska oraz odpowiedzig na stres
wywotany czynnikami biotycznymi lub abiotycznymi. Analiza tych informacji
stwarza mozliwos¢ zrozumienia proceséw regulacji gendw oraz funkcji genowych
produktéw. Wiedza ta ma szczegolne znaczenie dla zapewnienia dlugoterminowe;j
stabilnosci zasobdw lesnych i ich wydajnosci.

2. MAPOWANIE LOCI CECH ILOSCIOWYCH

Waznym nurtem wspdtczesnych badan genetycznych jest poszukiwanie zwiazku
migdzy markerem a cecha uzytkowa. Wigkszos¢ cech fenotypowych o znaczeniu
ekonomicznym jest uwarunkowana wieloma genami z r6znych loci (poligeny),
ktérych efekty sumuja si¢, powodujac w ten sposob nasilenie cechy. Stad, w
przeciwienstwie do cech jakosciowych, mechanizm ich dziedziczenia jest ztozony.
Kazdy z gendéw, kontrolujacy taka ceche, segreguje wedlug prawa Mendla i w
réznym stopniu podlega presji sSrodowiska. Cecha tego typu nazywana jest cecha
ilosciowq a loci kontrolujace t¢ ceche — QTL (Quantitatative Trait Loci). Wig-
kszo$¢ cech fenotypowych waznych dla ekonomicznej dziatalnosci lesnictwa,
takich jak: produkcja biomasy, jakos¢ drewna, odpowiedZ na stres biotyczny
i abiotyczny, jest ztozonymi cechami iloSciowymi (Plomion i in. 2003). Zro-
zumienie genetycznych podstaw dziedziczenia tych cech wymaga zastosowania
nowoczesnych technik genetyki molekularnej i odpowiednich metod statystycznych.
Charakterystyka podtoza genetycznego cechy mierzalnej uzyskiwana klasycznymi

" Informacje dotyczace prac zwiazanych z sekwencjonowaniem genomu topoli mozna znalezé pod adresem
internetowym: http://www.ornl.gov/ipgc/.
1. poj. locus — pozycja na chromosomie, gdzie zlokalizowany jest gen.
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Rye. 1. Zasady mapowania QTL na przykladzie gestoSci wloskéw pokrywajacych lisé: a —
osobniki rodzicielskie pochodzace z linii wsobnych skrzyzowano i otrzymano pokolenie F; z
posrednia iloScia wloskow; b — osobniki z populacji F; rozmnazane wsobnie; ¢ — kazdy osobnik z
populacji F, rozmnazany wsobnie dal 6 kolejnych pokolen, formujac kilka linii wsobnych
rekombinant6w.

Strzalka pokazuje fragment chromosomu, ktéry pochodzi od rodzica z mala gestoscia wloskow.
LiScie wszystkich osobnikéw, ktére odziedziczyly ten fragment chromosomu tez maja mala
gestos¢ wloskéw (wg Mauricio 2001)

Fig. 1. Principles of mapping QTL for trichome density on leaf: a — density of hairs on a plant leaf.
Inbred parents that differ in the density of trichomes are crossed to form F; population with
intermediate trichome density; b — an F; individuals is selfed to form a population F,; ¢ —each F, is
selfed for six additional generations, forming several recombinant inbred lines.

The arrow marks a section of chromosome that derives from the parent with low trichome density. The
leaves of all individuals that have that section have also low trichome density (accor. to Mauricio
2001)

metodami genetyki ilosciowej ogranicza si¢ z reguly do szacowania efektow
addytywnych, dominowania i epistazy oraz odziedziczalnosci cechy (Malepszy
2003). Podlozem zaleznos$ci stwierdzonej w prowadzonych dzi$ badaniach jest
silne sprzgzenie markera z genem gléwnym danej cechy, umozliwiajace prze-
prowadzenie selekcji na podstawie analizy polimorfizmu DNA. Odbywa si¢ to za
pomoca markeréw molekularnych, ktorych rozdziat elektroforetyczny wskazuje na
polimorfizm genetyczny. Wynikiem tych dziatan sg mapy genetyczne z loci wy-
réznionymi przez markery molekularne. Mapy te umozliwiaja identyfikacjg isto-
tnych genow, w tym szczegolnie waznej 1 trudnej do analizy grupy loci cech
ilosciowych.
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Ryec. 2. Metody wyréznienia locus cechy iloSciowej sprzezonej z markerem molekularnym
(wg Mauricio 2001): a — technika regresji, b — mapowanie interwalowe, ¢ — zlozone mapowanie
interwalowe

Fig. 2. Quantitative trait loci mapping methods (accor. to Mauricio 2001): a — the regression
technique, b — interval mapping, ¢ — composite interval mapping

Markery molekularne, zwiazane z QTL sg identyfikowane przez analiz¢ DNA.
Determinowany jest tym samym molekularny genotyp kazdego z cztonkow po-
pulacji. Nastepnie ocenia si¢, czy istnieje zwigzek pomig¢dzy danymi markerami a
cechg ilosciowa. Poniewaz segmenty lezace dostatecznie blisko siebie dziedzicza
si¢ tacznie, jest to wigc posrednia droga ,,wytropienia” QTL. Mapowanie QTL
polega na znalezieniu zwiazku migdzy markerem genetycznym a fenotypem. W
praktyce populacje mapujaca otrzymujemy najczesciej przez krzyzowanie oso-
bnikéw ze skrajnymi wartosciami badanej cechy ilosciowej, a nastepnie z poko-
lenia F; wyprowadza si¢ wsobne linie rekombinantow. Na rycinie 1 przedstawiono
zasady mapowania QTL na przyktadzie cechy ilosciowej, jaka jest gestos¢ wilos-
kéw pokrywajacych lis¢ (Mauricio 2001). Wszystkie osobniki populacji mapujace;j
byly badane pod wzglgdem fenotypu cechy mierzalnej i genotypu molekularnego.
Jezeli wszystkie sposrdd analizowanych roslin majacych matla gestos¢ wloskow
mialy szczeg6lny allel genetycznego markera, istnieje duze prawdopodobienstwo,
ze QTL dla cechy gestosci wltoskow jest w badanej populacji zwiazany z tym
markerem.
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Z analizy wielu cech ilosciowych wynika, ze na ogét istnieje jeden lub kilka loci
silnie determinujacych cech¢ fenotypowa oraz geny o niewielkim znaczeniu roz-
rzucone na réznych chromosomach, ktorych efekt koncowy podlega sumowaniu.

Istnieje kilka metod mapowania QTL w populacji (Mauricio 2001). Naj-
prostsza z nich jest technika regres;ji (ryc. 2a), w ktorej fenotyp korelowany jest z
kazdym markerem genotypowym (§rodkowy panel ilustruje r6zna migracj¢ DNA
w zelu). W tym przypadku analizowany byt pojedynczy marker ,,A”. Osobniki
homozygoty ,,AA” maja duza gestos¢ wloskow, a ,,aa” — mata gestos¢, natomiast
heterozygoty ,,Aa” daja warto$ci posrednie badanej cechy. Liniowa regresja gesto-
$ci wloskow dla kilku alleli ,,A” pokazuje znaczace powiazanie pomigdzy mar-
kerem a fenotypem, co wskazuje, ze QTL dla gestosci wloskow jest zwiazane z tym
markerem. Metoda ta uzywana jest do lokalizacji segmentu chromosomu, w kto-
rym zawiera si¢ QTL.

Kolejng metoda jest mapowanie interwatowe (ryc. 2b). Polega ona na ustaleniu
sprzezenia migdzy QTL a markerami ograniczajacymi wyznaczony przedziatl na
mapie chromosomu, przez ocen¢ maksymalnej wiarygodnosci. Testowanie obec-
nosci QTL w danym przedziale mapowym odbywa si¢ przez wyliczenie wartosci
LOD (logarytmu ilorazu wiarygodnosci). Locus QT jest identyfikowany w regionie
wyznaczonym przez pik krzywej LOD, o ile przewyzsza on wartos¢ krytyczna.
Krzywa wartosci LOD wyznacza przedzial najwigkszego prawdopodobienstwa
wystapienia locus cechy mierzalnej. Stosuje si¢ parg lub dwie pary markerow, ktore
ograniczaja interwal chromosomu, wewnatrz ktorego lokalizowane jest QTL.

Trzecia metoda — zlozone mapowanie interwalowe — laczy dwie poprzednie
(ryc. 2¢). Metoda ta ocenia prawdopodobienstwo, ze interwat pomigdzy dwoma
markerami jest zwiazany z QTL, ktéry wplywa na badang cechg oraz redukuje
efekt oddziatywania poligenow pozostatych, znajdujacych si¢ w innych cz¢sciach
chromosomu. Uzyskane informacje pozbawione sa w ten sposob biedow, ktore
moga pojawi¢ si¢ jako wynik sumowania efektow dziatania wielu loci
warunkujacych nasilenie badanej cechy fenotypowej, zlokalizowanych na tym
samym chromosomie lub na innych. Rezultaty nanoszone sa, podobnie jak w
metodzie interwalowej, na map¢ chromosomu w postaci krzywej LOD. Test
statystyczny jest niezalezny od QTL w innych regionach chromosomu.

Analiza QTL byta stosowana z sukcesem w badaniach drzew lesnych w celu
poznania genetycznych podstaw wielu waznych cech. Sewel i Neale (2000)
dokonali przegladu osiagnig¢ w mapowaniu QTL dla drzew lesnych. I tak, jak juz
wczesniej opisano dla innych organizmdw, nasilenie cechy ilosciowej w danej
populacji warunkowane jest wieloma genami, ale tylko kilka z nich wptywa na
zakres zmiennosci fenotypowe;j. Identyfikacja gendw o duzym efekcie fenotypowym
stwarza mozliwos¢ zwigkszenia efektywnosci hodowli przez bezposrednia selekcje
materialu hodowlanego na podstawie markeréw blisko sprz¢zonych ze zidenty-
fikowanym QTL, co nosi nazweg selekcji zaleznej od markerow MAS
(Marker—Assisted Selection). Podczas gdy eksperymenty z mapowaniem QTL
koncentruja si¢ najczesciej na pojedynczej populacji, uwiarygodnienie znalezionego
loci wymaga skonstruowania mapy genetycznej dla gatunku.
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Dysponujemy juz prawie kompletna mapa dla sosny zwyczajnej (Pinus syl-
vestris) skonstruowang z wykorzystaniem 737 markeréw molekularnych. Wiel-
ko$¢ genomu oszacowana jest na 1600-2100 centymorganéw (cM), a markery
pokrywaja 98% mapy w odstepach 20 cM (Yin i in. 2003). Porownanie map P.
sylvestris 1 P. taeda wykazato znaczng zbieznos¢.Badania wykazaly, ze mozliwe
jest przeniesienie okoto 40% markerow z jednego gatunku na drugi (Komulainen i
in. 2003). Niemal identyczna kolejnos¢ utozenia odpowiadajacych sobie gendéw na
chromosomach nosi nazwe syntenii, czyli konserwatyzmu liczby i porzadku usta-
wienia gendw, jakie zachowato si¢ w toku ewolucji. Poniewaz podobne zjawisko
obserwuje si¢ wykonujac mapowanie porownawcze niektorych gatunkow roslin
uprawnych, wydaje si¢ ono w s$wiecie roslin powszechne (Malepszy 2003).
Oznacza to, ze gen kodujacy okreslong cechg fenotypowa powinien mie¢ podobna
lokalizacj¢ na mapie sprzgzen u spokrewnionych gatunkow. Mapy porownawcze
pozwalaja wigc na przeniesienie mapowania i informacji o QTL pomigedzy ga-
tunkami. Jest to szczegolnie wazne w przypadku gatunkow lesnych drzew igla-
stych, grupy, dla ktorej badania QTL sa dopiero w stadium poczatkowym.
Porownanie map genetycznych pomigdzy gatunkami Pinus taeda i P. pinaster
postuzyto potwierdzeniu wystgpowania QTL dla ggstosci drewna oraz loci
kontrolujacego sktad chemicznych komponentéow $ciany komoérkowej obu
gatunkow (Chagné i in. 2003). Zbieznos¢ tych pozycji na mapach potwierdza
hipotezg, ze loci lezace u podstawy naturalnej zmiennosci cech ilosciowych sa
konserwowane podczas ewolucji.

Hanley i inni (2003) przedstawili program badan stuzacy identyfikacji mar-
keréow zwigzanych z kluczowymi cechami agronomicznymi dla wierzby (Salix
viminalis), ktore moglyby by¢ wykorzystane w selekcji typu MAS. Dla zwig-
kszenia mozliwosci lokalizacji QTL, badali oni dwie populacje pochodzace z kon-
trolowanych krzyzowek, sktadajace si¢ z 950 osobnikéw, i zidentyfikowali
genetyczne regiony prawdopodobnie zwigzane z wysokoscia pnia i jego $rednica,
sucha i $wieza masa oraz odpornoscia na rdzg¢. Genetyczne czynniki wptywajace na
zdolnosci adaptacyjne jodly byly badane przez Jermstad i in. (2003).
Zidentyfikowano 34 QTL odpowiadajace na czynniki srodowiskowe, takie jak:
zimowe przymrozki, wiosenna temperatura, wilgotnos¢, fotoperiod oraz cechy
zwigzane z fenologia: czas pgdzenia wiosennego i strzelania pakow. Byta to
pierwsza praca poswigcona interakcji QTL ze specyficznymi czynnikami $ro-
dowiskowymi dla drzew lesnych, ktéra w przyszto$ci moze pomdc w identyfikacji
genow kontrolujacych wazne cechy adaptacyjne.

Zainicjowanie programu hodowlanego opartego na markerach molekularnych
odbywa sie trzystopniowo (Pot 2002). Pierwszy krok, to wykorzystanie klasycz-
nych metod genetyki ilosciowej w celu dostarczenia szacunkowych wartosci do-
tyczacych zmiennosci 1 odziedziczalnosci cech waznych pod wzgledem
ekonomicznym lub ekologicznym. Drugi etap, to analiza uzyskanych wczesniej
informacji w powiazaniu z markerami molekularnymi w celu zidentyfikowania
QTL, czyli regiondw genomu zwigzanych ze zmiennoscig interesujacych cech. W
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trzecim etapie, pordwnawcze mapowanie pomigdzy dwoma spokrewnionymi ga-
tunkami pozwala na weryfikacje zlokalizowanych QTL.

Droga od wyznaczenia QTL do okreslenia genu nie jest tatwa. QTL to segment
chromosomu potencjalnie obejmujacy wiele set pojedynczych loci, ktére sktadaja
si¢ na dany fenotyp. W przypadku sosny zwyczajnej, ktorej wielkos¢ genomu
szacowana jest na okoto 2000 cM, na 1 cM przypada okolo miliona par nu-
kleotydow, a rozdziat migdzy markerami — nawet bardzo dobry — to okoto 10 cM,
co daje 10 miliondw par zasad, wsrod ktorych kryje si¢ poszukiwany gen.
Wylowienie wigc interesujacego genu jest bardzo skomplikowane i czasochtonne.

W przypadku P. taeda udato si¢ zidentyfikowac¢ 39 QTL wptywajacych na
jakos¢ drewna, zwigzanych z biosynteza lignin i strukturg Sciany komoérkowej oraz
scharakteryzowac 18 genow kontrolujacych te cechy (Brown i in. 2003).

3. PODSUMOWANIE

Wiekszos¢ badan genetyki klasycznej opiera si¢ na materiale trudno do-
stepnym dla genetykow lesnych, takim jak linie wsobne czy kolekcjonowanie
charakterystycznych mutantow. Dzieje si¢ tak dlatego, ze gatunki drzew lesnych
charakteryzuje dlugi okres wzrostu i duzy genom. Ulepszanie drzew jest wigc
limitowane przez czas potrzebny do osiagnigcia dojrzatosci ptciowej i opdznienia
potrzebnego do oceny wzrostu. Dodatkowo, selekcja pozostaje nieprecyzyjna z
powodu efektu czynnika $rodowiskowego, ktory w przypadku waznych ekono-
micznie cech jest wysoki. Odziedziczalnos¢ tych cech jest niska, np. odziedzi-
czalnos$¢ wysokosci, grubosci, miagzszosci czy ugalezienia miesci si¢ w granicach
0,1-0,3. W tym kontekscie, kazde dodatkowe narzedzie kierujace procesem selekcji,
ktére poprawi oceng genetycznej wartosci i zredukuje czas, ma znaczaca wartosc.

Mapowanie QTL za pomoca markerow molekularnych i ulepszanie cech
ilosciowych jest waznym celem w programach hodowli roslin. Analizowanie
informacji marker—QTL wydaje si¢ by¢ obiecujace dla efektywnosci selekc;ji.
Badanie markeréw molekularnych umiejscawia program hodowli drzew na po-
ziomie molekularnym, na ktorym selekcja i hodowla wartosciowych genotypow
dotyczy juz bezposrednio DNA. Przydatnos¢ tej metody obrazuje przyklad dzie-
dziczenia gestosci drewna u Pinus teada (Groover i in. 1994). Mozliwos¢ iden-
tyfikacji loci odpowiedzialnych za t¢ cech¢ pozwala na okreslenie predyspozycji
osobnika do produkcji drewna o specyficznej gestosci. Fenotypowo ceche t¢ mozna
bada¢ jedynie u osobnikow dorostych przeznaczonych do wyrebu, tymczasem z
zastosowaniem markerow genetycznych selekcja moze by¢ dokonywana na etapie
siewki, czyli przed ostatecznym ujawnieniem sig¢ tej cechy.

Praca zostata ztozona 13.10.2004 r. i przyjeta przez Komitet Redakcyjny 21.10.2004 r.
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MAPPING QUANTITATIVE TRAIT LOCI
AS ANEW TOOL IN SELECTIVE FOREST TREE BREEDING

Summary

Each week, progress is made in sequencing of the genomes of species ranging from bacteria
to humans. The genetic sequences of plant species such as Arabidopsis, rice and the first tree ge-
nome of Populus trichocarpa have already been completed. Sequencing the genome of forest
tree will undoubtedly usher in an excising period of scientific discovery for the forest commu-
nity. Scientists worldwide will have an opportunity to examine fundamental mechanisms that
determine growth and developmental processes in long-lived organisms.

Most characters important to forestry, such as biomass, wood quality, biotic and abiotic
stress response are complex quantitative traits, resulting from a number of different genes inter-
acting with each other and with the environment. These genes act together to provide a quantita-
tive difference, and are referred to as quantitative trait loci or QTLs. The availability of genetic
maps in many forest tree species made possible to dissect quantitative traits into their Mendelian
inherited components and improve our basic understanding regarding the genetic architecture of
economically and ecologically important traits. It offers new opportunities to assist traditional
tree-breeding programs through the identification of QTL and their integration in to marker-
assisted selection programs. QTL mapping involves just few basic steps. The primary require-
ments are for two parental individuals that have differences between them in the alleles that af-
fect variation in a trait. The parents are crossed to form an F; population. An F; individuals is
selfed to form a population F, in which the phenotype and the multilocus genotype of each indi-
vidual are measured. The results of the analysis are plotted as a likelihood-ratio test statistics
against the chromosomal map position. In this review, it has been presented how developments
in mapping across several forest trees have made it possible to go from QTL location to candi-
date genes. Information on the genetic control of adaptive and economically important traits will
provide abilities for foresters to enhance wood production and to preserve adaptive capacity of
stands.
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