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Wstep

Konstruowanie map genetycznych genoméw rolin moze w znaczacy sposéb
przyczynic si¢ do postepu prac hodowlanych. Dzigki metodzie mapowania inter-
watowego (IM) mapy genetyczne pozwalaja na pehicjsze niz dotad poznanie
charakterystyki loci warunkujacych cechy ilosciowe (QTL), a w dalszej perspekty-
wie otwieraja mozliwosci identyfikowania markeréw molekularnych silnie sprze-
zonych z genami kontrolujacymi cechy uzytkowe. Wigkszo$¢ skonstruowanych na
przestrzeni ostatnich dziesieciu lat map genetycznych zyta oparta byta o markery
RFLP [DEVOS i in. 1993; SENFT, WRICKE 1996; LOARCE i in. 1996; KORZUN i in. 1998] i
rozbudowywana przy uzyciu innych technik markerowych [KORZUN i in. 2001;
Masos¢ i in. 2001; SAAL, WRICKE 2002]. Silnie rozbudowane mapy genetyczne Zyta
sa podstawa do mapowania loci warunkujacych cechy ilosciowe, takie jak wczes-
no$¢, wysokos¢ roslin, dlugosé klosa, masa 1000 ziarn i szereg innych [MASOIC,
MILCZARSKI 1999; KORZUN i in. 2001; MILCZARSKI, MASOIC 2001].

Celem pracy byla proba wykorzystania markeréw RAPD do stworzenia
nowej mapy sprzezen u migdzyliniowego mieszafica zyta.

Materiat i metody

Materiat stanowily 94 pojedynki pokolenia I, migdzyliniowego mieszafica
Zyta 544 x Ot0-20. Linie rodzicielskie mieszafica mialy pochodzenie catkowicie
odrgbne. Na wysianych punktowo w 1999 roku roélinach pokolenia F, przepro-
wadzono obserwacje terminu kloszenia. Do celéw obliczeniowych dateg, gdy po-
fowa kloséw danego pojedynka byla catkowicie wysunigta z pochew liSciowych,
wyrazano jako liczbg¢ dni po 15 maja.

DNA ekstrahowano metoda THOMPSON i HENRY EGO [1995] z liSci pobra-
nych z krzewiacych sie rolin i przechowywanych w temp. —70°C. Reakcje PCR
prowadzono w termocyklerze PTC-200 firmy MJ Research, zgodnie z metodyka
opisang szczegblowo w pracy MASOICIA i in. [2001]. W badaniach wykorzystano
1050 starteréw 10-nukleotydowych o losowych sekwencjach. Produkty amplifikacji
rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym i wizualizowano w obecnoéci bromku ety-
dyny w S§wietle UV,

Zgodnos¢ segregacji poszczegdlnych markeréw RAPD z modelem jedno-
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genowym testowano przy uzyciu testu Chi-kwadrat. Analize segregacji markeréw
RAPD i danych dotyczacych wczesnosci przeprowadzono przy uzyciu pakietu
programéw MAPMAKER EXP/QTL [LANDER i in. 1987] uzywajac funkcji Kosambi i
przyjmujac warto$¢ graniczng LOD = 3,0. Z uwagi na dominujacy charakter
markeréw RAPD oraz brak peinego pokrycia genomu przez utworzone grupy
sprzgzen, wyniki mapowania interwalowego genéw warunkujacych termin klosze-
nia maja charakter jedynie orientacyjny.

Wyniki i dyskusja

Po zastosowaniu 1050 starter6w uzyskano 704 markery réznicujace linie
rodzicielskie. Powszechnie znane problemy ze stabilnoscig techniki RAPD spo-
wodowaly jednak, ze tylko 42 markery byly w zadowalajgcym stopniu powtarzalne
i w pokoleniu F, segregowaly w spos6b mendlowski. W$réd nich 22 markery byly
amplifikowane na genomie linii matecznej, 19 na genomie linii ojcowskiej, a
jeden zostal zidentyfikowany jako marker kodominujacy (para produkiéw RAPD
o dhugosci ok. 550 i 600pz, pochodzaca od startera pr803). Wielkos¢ stabilnych
produktéw RAPD miescita sie w granicach od 200 do 1100pz.

X Ot0-20

Fig. 1.
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Rys. 1. Grupy sprzgzefl markeréw RAPD utworzone na pokoleniu F, mieszafica 544

Linkage groups of RAPD markers constructed on F, population of 544 X
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Analiza segregacji markeréw pozwolita na utworzenie o$miu grup sprzezei
(rys. 1). Dwie najwigksze z nich, oznaczone numerami 1 i 2 mialy dhlugo$¢ prze-
kraczajaca 50cM i zawieraly, odpowiednio 6 i 8 markeréw. Kolejne trzy grupy (3,
4 i 5) skladaly si¢ z trzech markeréw kazda. Pozostate trzy grupy (6, 7 i 8) to
pary sprz¢zonych ze soba markeréw. Yaczna dhlugosé wszystkich grup sprzezei
wyniosta 211cM. Uwzgledniajac fakt, Zze ostatnio opublikowane, silnie rozbudo-
wane mapy genetyczne zyta [KORZUN i in. 2001; MASOIC i in. 2001; SAAL, WRICKE
2002] majg po okoto 1100cM, mozna przyjaé, ze utworzone grupy sprzezefi pokry-
waja w przyblizeniu 20% genomu. Trzynascie z 42 analizowanych markeréw
pozostalo jak dotad poza grupami sprzgzen.

Uzyskana efektywno$§¢ mapowania mierzona proporcja uzyskanych prawid-
fowo segregujacych markeréw (42) do liczby uzytych starterow (1050) wynosi
zaledwie 4%. Inni autorzy stosujacy t¢ sama technik¢ do mapowania genomu
Zyta uzyskiwali wyzsza efektywno$¢ — w granicach 6-10% [SENFT, WRICKE 1996;
LOARCE i in. 1996; MAsOIC i in. 2001]. Tak niska efektywno$¢ mapowania wynika z
faktu, ze pomimo catkowicie odr¢bnego pochodzenia, dystans genetyczny migdzy
liniami rodzicielskimi 544 i Ot0-20 osiaga zaledwie przecigtne warto$ci [MYSKOW i
in. 2001].

Wrazliwo§¢ techniki RAPD na warunki reakcji PCR powaznie ogranicza
przydatnos$¢ tej metody dla badaf genetycznych i powoduje, ze powtarzalnosé
mozna czasami uzyska¢ tylko w obr¢bie jednego laboratorium. W prezentowanej
pracy warunki PCR byly prowadzone doktadnie w tych samych warunkach, co
analizy ktére zaowocowaly rozszerzeniem mapy genetycznej Zyta skonstruowane;j
na mieszaficu DS2 x RXL10 [Masoi¢ i in. 2001]. Dzigki temu wsr6d 42 markeréw
udalo si¢ wskazaé dziesi¢é, dla ktérych analogiczne produkty RAPD (ta sama
sekwencja startera i wielko§¢ produktu) zostaly uprzednio umieszczone na mapie
mieszafica DS2 x RXL10 (tab. 1). W obrebie grup sprzezefi nr 1, 21 7 (rys. 1)
znalazly si¢ po dwa takie wspdlne markery. Ich analogi zostaly zmapowane na
populacji DS2 x RXL10 na chromosomach, odpowiednio 1RS, 4RL i 7RL.
Wystepowanie sprz¢zef migdzy parami tych samych markeréw na dwéch odreb-
nych mieszaicach migdzyliniowych pozwolito na wstepne przypisanie wymienio-
nych trzech grup sprzezen do odpowiednich ramion chromosomowych. Co
prawda, odlegloici migedzy sprz¢zonymi analogicznymi markerami sg u mieszafica
544 x Ot0-20 wyraZnie mniejsze niz na mapie DS2 x RXL10, ale jest to
prawdopodobnie rezultat stabego wysycenia nowo konstruowanej mapy marke-
rami oraz matematycznego zanizania dystansu mi¢dzy markerami dominujacymi
wystepujacymi w ukltadzie cis (faza przyciagania). Dodatkowe trzy wspdlne dla
obu mieszaficow markery, obecne sg réwniez w grupach 3, 4 i 5 (tab. 1). Gonza-
LES i in. [2002] analizujac na liniach addycyjnych pszenicy wystepowanie fragmen-
tow RAPD charakterystycznych dla genomu Secale cereale stwierdzili, ze w wigk-
szo$ci przypadkéw sa one amplifikowane na pojedynczych, dodanych chromoso-
mach zyta, tak jak mozna bylo tego oczekiwaé. Wéréd analizowanych marker6w
pojawialy si¢ jednak sporadycznie fragmenty amplifikowane na dwéch, trzech lub
nawet pieciu dodanych chromosomach Zytnich. Z tego tez powodu obecno$é
pojedynczego, kosegregujacego markera RAPD w populacjach DS2 x RXL10 i
544 x 0O10-20 uznano za zbyt nikly podstawe do wskazywania lokalizacji chromo-
somowych dla poszczegdlnych grup sprzgzen na nowo konstruowanej mapie ge-
netycznej zyta. ‘
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Tabela 1; Table 1

Lista markeréw RAPD segregujacych u mieszarica 544 X Ot0-20
I majacych swe odpowiedniki na mapie genetycznej Zyta skonstruowane;j
na populacji DS2 x RXIL.10

List of RAPD markers segregating in 544 X Ot0-20 cross
and co-migrating markers mapped in DS2 x RXL10 population

Mieszaniec 544 x Ot0-20 Mieszaniec DS2 x RXL10
544 x Ot0-20 cross DS2 x RXL10 cross
. . symbol markera na L
oznaczenie {nark.era grupa sprzezef mapie genetycznej zyta loka!nzafzja
marker designation linkage group code of marker on genetic map of rye localization
pr131/400pz 5 APR2.4* 2RL
pr139/750pz 4 APRG6.1* 6RL
pr224/900pz 7 APR7.3* 7RL
pr429/950pz 1 APR1.5* 1RS
pr502/750pz 2 APR4.5* 4RL
pr530/330pz 7 APR7.6* 7RL
pr670/900pz 2 APR4.12* 4RL
pr853/900pz 3 APR5.10** 5RS
pr877/950pz niesprz¢zony; unlinked APRS5.11** 5RL
pr1000/750pz 1 APR1.10** 1RS
* —  lokalizacja chromosomowa markeréw APR wg MASOICIA i in. [2001]; chromosomal localiza-

tion of APR markers according to Masor¢ et al. [2001]
**+ — Masor¢ i MYSKOw — niepublikowane; MAsoI¢ and MYSKOW — not published

Przeprowadzona analiza QTL dla danych dotyczacych terminu kloszenia,
jakkolwiek tylko orientacyjna, pozwolita na wskazanie dwéch grup sprzezen, pod-
czas skanowania ktdrych przekroczona zostata krytyczna wartos¢ LOD. Najwyzsze
wartosci krzywa LOD osiagnela w przedziatach mapowych wskazanych w tabeli 2.

Tabela 2; Table 2

Charakterystyka loci QTL warunkujacych wezesno$é kloszenia u mieszafica 544 x Ot0-20
Characteristics of QTL-s controlling heading time in 544 X Ot0-20 cross '

Tinkage graup. Niapping mtoral LoD | Vi (%)
4 pr980/650pz — pr139/750pz 6,85 61,4
7 (TRL) pr530/330 — pr224/900pz 8,37 65,7
Ogdtem; Total 11,04 87,0

Ze wzgledu jednak na niewielka dlugo$¢ wskazanych grup sprzgzei wartos¢ LOD
na calej ich dlugosci utrzymuje si¢ powyzej poziomu istotnodci. Tym samym
ksztalt krzywej nie pozwala na stwierdzenie, czy geny decydujace o wczesnosci
kloszenia znajduja si¢ w obregbie wskazanych przedzialéw mapowych, czy raczej w
ich sasiedztwie. Oba wykryte QTL-e tlumacza do 87% obserwowanej zmiennosci
fenotypowej, ale wartosci te nalezy uznaé za zawyzone z powodu braku na mapie
sprzezefi markeréw kodominujacych, ktére pozwolilyby na zidentyfikowanie
genotypdw heterozygotycznych i prawidlowe oszacowanie efektywnosci poszcze-
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g6lnych loci. Pomimo bardzo orientacyjnego charakteru uzyskanych danych,
interesujace jest, ze wzglgdnie wysokie wartosci parametréw QTL odnotowano w
obrebie grupy 7, ktéra prawdopodobnie stanowi fragment dlugiego ramienia
chromosomu 7R. W regionie okolocentromerowym tego chromosomu obserwo-
wano juz efekty QTL dla wczesnosci ktoszenia [MAsoI¢, MILCZARSKI 1999] i ter-
minu kwitnienia [KORZUN i in. 2001] w innych genetycznie populacjach uzywanych
do mapowania genomu Zyta.

Whioski

1.  Niedostatecznie wysoki polimorfizm markeréw RAPD migdzy liniami ro-
dzicielskimi wplynat na niska efektywno§¢ mapowania. Skonstruowana
mapa sprzgzZen obejmuje okolo 20% genomu Zyta.

2.  Rygorystyczne przestrzeganie warunkéw reakcji PCR pozwala na uzyskanie
stabilnych fragmentéw RAPD amplifikowanych w tych samych regionach
genomu niezaleznie od pochodzenia materiatu ro§linnego. Potwierdza to
przydatno$¢ techniki RAPD przy mapowaniu genomu Zyta.

3. Wyniki analizy QTL dla wczesnosci kloszenia potwierdzaja wczesniejsze
doniesienia o obecnosci jednego z genéw warunkujacych tg ceche na chro-
mosomie 7R.
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Stowa kluczowe:  zyto, mapa sprz¢zefi, RAPD, loci cech iloSciowych (QTL),
wczesnoscé

Streszczenie

Celem pracy bylo wykorzystanie markeré6w RAPD do skonstruowania
nowej mapy sprzgZeni dla populacji F, mieszafica migdzy liniami wsobnymi Zyta.
W badaniach wykorzystano 1050 starteréw 10-nukleotydowych o losowych sek-
wencjach. Sposréd 704 wykrytych markeréw réznicujacych linie rodzicielskie,
tylko 42 byly powtarzalne i segregowaly w pokoleniu F, zgodnie z modelem
jednogenowym. Analiza segregacji zostata zakoficzona utworzeniem 8 grup sprze-
zefl zawierajacych od 2 do 8 marker6éw. Laczna dlugos$é wszystkich grup sprzgzen
wyniosta 211cM, co stanowi ok. 20% genomu zyta. Wystgpowanie w utworzonych
grupach sprzgzen markeréw analogicznych (ta sama sekwencja startera i dtugo$é
amplifikowanego produktu) do zmapowanych wcze$niej na mieszaficu DS2 x
RXL10, byla podstawa do przypisania trzem grupom sprzezer lokalizacji na
chromosomach 1RS, 4RL i 7RL. Pozostate grupy sprzezeii nie zostaly na razie
zlokalizowane na konkretnych chromosomach. Niska skuteczno§é mapowania
technika RAPD w duzym stopniu byla rezultatem niedostatecznego zréZnicowa-
nia genetycznego pomigdzy liniami rodzicielskimi. Pomimo niewielkiego zaawan-
sowanja w konstruowaniu mapy genetycznej, dzigki analizie QTL, mozliwe bylo
wskazanie potencjalnych loci warunkujgcych wezesno§¢ kloszenia. Zlokalizowano
je na dwoch grupach sprzgzeii: jednej przypisanej do chromosomu 7RL i drugiej,
o niezidentyfikowanej dotad lokalizacji.

APPLICATION OF RAPD TECHNIQUE TO CONSTRUCTING
THE LINKAGE MAP IN INTERLINE CROSS OF RYE

Stefan Stojatowski, Mirostaw Lapiriski
Department of Genetics and Plant Breeding, Agricultural University, Szczecin

Key words:  rye, linkage map, RAPD, quantitative trait loci (QTL), earliness
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Summary

The study was aimed at constructing a new linkage map of RAPD markers
on F, population of interline rye cross. A set of 1050 random 10-mer primers
were applied in the study. From among of 704 markers differentiating parental
lines only 42 were reproducible and showed in F, mendelian segregations. Map-
ping analysis yielded in construction of 8 linkage groups containing from 2 to 8
markers. Total length of all linkage groups reached 211cM, that is approx. 20%
of rye genome. The presence of co-migrating markers (the same primer and ana-
logous length of amplified fragment) in constructed linkage groupswith those
mapped formerly on DS2 X RXL10 population, let to assign three groups to
IRS, 4RL and 7RL chromosomes. The remaining linkage groups are still not
assigned to specific chromosomes. Low effectiveness of RAPD technique in map-
ping analysis issued mainly from insufficient genetic diversity between parental
lines. In spite of low advances in constructing genetic map, QTL analysis showed
probable localizations of genes controlling heading earliness. They were localized
on two linkage groups: first — assigned to 7RL chromosome and the second —
not identified on specific chromosome.
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