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Wykorzystanie mapy sprzezen markeréw RAPD do identyfikacji
genow odpornosci na porastanie u zyta (Secale cereale L.)

Application of RAPD linkage map for identification of sprouting resistance genes in rye
(Secale cereale L.)

ABSTRACT. The aim of this paper was the construction of RAPD linkage map based on the inter-
cross S120 x S76 and localization of QTLs underlying sprouting resistance. 876 10-mer primers
were used for detection of inter-line polymorphism. 48 markers were found which segregated in F,
progeny according to a single gene model. The map constructed using these markers consists of
ten linkage groups spanning the distance of 248.8 cM and covering about 20% of rye genome.
Among the mapped markers three were common with those found earlier on the map constructed
using DS2 x RXL10 intercross. A low number of common markers for the two maps precluded
chromosomal identification of the newly obtained linkage groups. Two QTLs controlling sprout-
ing resistance were identified within two different linkage groups on the S120 x S76 map.
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Mapy genomdw roslin uprawnych, zbudowane na bazie markerow molekular-
nych, staty si¢ w ostatnim dziesigcioleciu jednym z gldéwnych narzedzi w badaniu
dziedzicznego podtoza cech ilosciowych. Pierwsza mapa genetyczna wszystkich
siedmiu chromosomow zyta zostata skonstruowana na poczatku lat dziewigc¢dzie-
siatych minionego wieku w oparciu o mieszanca F2 migdzy liniami DS2 i RXL10
[Devosiin. 1993]. Jest ona od tego czasu regularnie rozbudowywana [Masojé¢iin.
2001; Bednarek i in. 2003] i wykorzystywana do lokalizowania loci o charakterze
ilo§ciowym [Masoj¢, Milczarski 1999; Milczarski, Maso0j¢ 2002,2003].
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Poza mapa skonstruowana na bazie populacji DS2 x RXL10 utworzone zo-
staly rowniez inne mapy genetyczne zyta, dostarczajace cennych informacji na
temat lokalizacji i dziatania genéw zwiazanych m. in. z dziedziczeniem cech
morfologicznych roslin, wezesnosci, przywracania ptodnosci pytku w cytopla-
zmach sterylizujacych itp. [Korzun i in. 2001; Miedaner i in. 2000; Stojatowski,
Lapinski 2002]. Prace te, poza wiedza o lokalizacji genow kontrolujacych okre-
slone cechy o znaczeniu agronomicznym, pozwalaja jednoczesnie na wstgpne
typowanie markeré6w molekularnych, potencjalnie przydatnych w pracach ho-
dowlanych.

Celem niniejszej pracy byla konstrukcja mapy genetycznej dla mieszanca
migdzy liniami S120 i S76 przy uzyciu markerow RAPD oraz znalezienie mar-
kerow sprzezonych z odpornoscia roslin zyta na porastanie przedzniwne.

METODY

Material do badan stanowila liczaca 110 osobnikéw populacja F2 wyprowa-
dzona po skrzyzowaniu podatnej na porastanie linii S120 z linig S76, ktora cha-
rakteryzuje wydtuzony okres spoczynku. Linie rodzicielskie mieszanca zostaly
udostepnione przez firm¢ DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0. Mieszaniec F,
bedacy podstawa do skonstruowania mapy genetycznej, zostat wysiany w wa-
runkach polowych w sezonie wegetacyjnym 1998/99 na terenie Hali Wegetacyj-
nej Akademii Rolniczej w Szczecinie. Po osiagnigciu dojrzatosci pelnej z kazdej
ro$liny F2 pobierano od 3 do 6 kloséw, ktére zraszano woda i umieszczano
w komorze o wysokiej wilgotnosci. Po pigciu dniach prowokacji porastania
ktosy recznie mtdcono i oceniano procentowy udziat ziarniakow porosnigtych
w stopniu widocznym (z peknigtym pericarpium).

DNA poszczegdlnych osobnikéw badanej populacji roslin izolowano z lisci
pobranych w fazie krzewienia i zamrozonych w —70°C, wykorzystujac uprosz-
czong metod¢ Thomson 1 Henry ego [1995] z modyfikacjami [Mys$kow i in.
2001]. Reakcje RAPD-PCR prowadzono w 20 ul mieszaniny reakcyjnej w bufo-
rze 10 X PCR z dodatkiem (NH4)2SO4 (MBI Fermentas), zawierajacej: 1,2 U Taq
polimerazy rekombinowanej, 2 mmol MgClz, 2,0 ug BSA, 80 umol kazdego
dNTP, 32 ng startera 10-merowego oraz 2—4 ng DNA w 1 pl buforu ekstrakcyj-
nego TPS. Amplifikacje fragmentow RAPD prowadzono w termocyklerze
PTC-200 DNA Engine firmy MJ Research zgodnie z profilem temperaturowym
opisanym w pracy Masojcia i in [2001]. Produkty amplifikacji rozdzielano
w 1,5% zelu agarozowym w buforze TBE i uwidaczniano w §wietle UV, wyko-
rzystujac bromek etydyny.
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Zgodnos$¢ segregacji markerow RAPD z modelem jednogenowym oceniano
przy uzyciu standardowego testu chi-kwadrat. Konstruowanie grup sprzgzen
wykonano w programie Mapmaker EXP v. 3.0, stosujac funkcje Kosambi i wy-
znaczajac odlegtosci mapowe w centymorganach (cM). Identyfikacj¢ loci kon-
trolujacych sktonnos¢ do porastania w badanym materiale przeprowadzono przy
uzyciu programu Mapmaker QTL v. 1.1 przy wartosci krytycznej LOD=2,0.
W celu przyblizenia rozktadu cechy do rozktadu normalnego przy mapowaniu
QTL wykorzystano wyniki oceny porastania po transformacji logarytmiczne;.

WYNIKI

Sposrod uzytych w pracy 876 starteréw 10-nukleotydowych o losowych se-
kwencjach, 111 nie generowalo zadnych produktow amplifikacji, a kolejnych
524 nie ujawniato polimorfizmu migdzy liniami rodzicielskimi badanego mie-
szanca. Wsrod pozostatych 173 starterow ujawniajacych produkty RAPD r6zni-
cujace linie S120 1 S76, jedynie 43 generowaty markery segregujace w populacji
mapujacej w sposob zgodny z modelem dziedziczenia jednogenowego (3:1).
Wigkszos¢ z tych starterow byta zrédtem pojedynczych prazkow markerowych,
tylko w przypadku pigciu z nich uzyskano po dwa prawidlowo segregujace pro-
dukty amplifikacji. Jeden ze starterow (pr728) byt zrodlem dwoch produktow
amplifikacji wykazujacych kodominacjg. W sumie otrzymano 47 prawidlowo
segregujacych markeréw oraz jeden wyrazisty fragment RAPD, ktory uwzgled-
niono przy konstruowaniu grup sprzezen ze wzgledu na fakt, ze odchylenie od
wartos$ci oczekiwanych przy dziedziczeniu jednogenowym tylko nieznacznie
przekraczato prog statystycznej istotnosci (tab. 1). Najczesciej stosowanym
miernikiem efektywno$ci mapowania z uzyciem techniki RAPD jest stosunek
liczby wykrytych markeréw do liczby uzytych starterow. W badaniach prowa-
dzonych nad zytem miesci si¢ on przewaznie w granicach 4—10% [Senft, Wricke
1996; Loarce i in. 1996; Masoj¢ i in. 2001; Stojatowski, Lapinski 2002]. W ni-
niejszej pracy wskaznik ten wynosi 5,48%, co jest warto$cia jedna z nizszych
wsrod dotychczas odnotowanych w literaturze. Przypuszczalnie wynika to
z faktu, Ze dystans genetyczny pomigdzy liniami rodzicielskimi uzytymi do wy-
prowadzenia populacji mapujacej oceniany jest na przecigtnym poziomie
[Myskow iin. 2001].

Stosunkowo niewielka liczba markeréw uzyskanych w trakcie analiz pozwo-
lita na skonstruowanie dziesigciu, w wigkszosci bardzo matych, grup sprzezen
(ryc. 1). Wsrdd nich tylko jedna grupa liczy wigcej niz 10 markeréw. W grupie
tej znajduje si¢ marker pr641, ktory jest produktem amplifikacji o zblizonej
wielkosci do APR6.7 (generowanego przez starter o tej samej sekwencji), zlo-
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Tabela 1. Markery RAPD wykorzystane do konstruowania grup sprzgzen u mieszanca S120 x S76

Table 1. RAPD markers used for constructing linkage groups within S120 x S76 cross

Marker
Marker

pr3
pr21
pro4L
pré4s
pr100
pr312
pr354
pr366
pr372
pr39l
pr428
prd77
pr496
pr542
pr543
pr544
pré641
pro42
pro65L
pro6ss
pro88
pré97
pr706
pr710

Dhugos¢
amplifi-
kowanego
produktu
(pz)
Length of
amplified
product
(bp)
970
1030
650
400
500
1100
650
550
200
2000
270
500
730
480
450
880
520
690
1050
420
380
430
300
850

Stosunek
rozszcze-
pien
Segregation
ratio

75:21
75:26
70:21
75:15
70:28
77:28
81:27
86:20
80:24
80:27
85:23
78:27
83:21
82:26
78:22
88:20
83:24
78:30
85:23
84:24
74:34
86:21
80:28
77:28

*odchylenie istotne przy P=0,05

*significant deviation at P=0.05

2

odchylenie
od stosunku
3:1
deviation
from 3:1
ratio

0,50
0,03
0,17
3,33
0,67
0,16
0,00
2,12
0,20
0,00
0,80
0,03
1,28
0,05
0,48
2,41
0,37
0,44
0,80
0,44
2,12
1.65
0,05
0,16

Marker
Marker

pr728
pr738
pr760L
pr760S
pr794
pr803
pr810
pr877
pr878
pr883
pr900L
prooos
pro26
pro31
pro68
prog80
pr981L
pro81S
progd6
pro9s
pr1032
prl101
pr1129
prli6l

Dlugos¢
amplifi-
kowanego
produktu
(pz)
Length of
amplified
product
(bp)
750+660
650
1100
550
750
450
600
600
470
600
1700
750
670
250
410
650
780
270
720
920
1230
400
550
1030

Stosunek
rozszcze-
pien
Segregation
ratio

23:51:32
74:32
81:26
84:22
90:18
82:23
81:23
71:22
66:22
66:22
72:17
66:25
85:23
83:23
80:28
83:25
79:27
81:25
84:24
83:21
78:25
81:26
81:25
77:28

2

odchylenie
od stosunku
3:1
deviation
from 3:1
ratio

1,68
1,52
1,01
0,03

4,00*
0,53
0,47
0,71
0,00
0,00
1,65
0,29
0,79
0,61
0.05
0,20
0,01
0,11
0,44
1,28
0,03
0,03
0,11
0,16

kalizowanego na mapie mieszanca DS2 x RXL10 na chromosomie 6RL [Masoj¢
i in. 2001]. Wsrod pozostalych grup sprzezen najwicksze licza odpowiednio 7
i 5 markeroéw, kolejne trzy grupy skladaja sig¢ z trzech markerow kazda, a pozo-
state cztery to pary sprz¢zonych ze soba produktow RAPD. W grupie sprzezen
oznaczonej numerem 6 wystepuje fragment pr878, odpowiadajacy markerowi
APR1.8 z chromosomu 1RS [Bednarek i in. 2003], a w grupie 10 znajduje si¢
odpowiednik APR3.6 zlokalizowanego na chromosomie 3RS [Masoj¢ i in.
2001]. Obecnos¢ pojedynczych produktow RAPD o zblizonej ruchliwosci
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Rycina 1. Grupy sprzgzen zyta utworzone na bazie markerow RAPD dla populacji S120xS76.
Liczby po lewej stronie oznaczaja odleglosci mapowe w cM. Podkres§lone markery — loci RAPD
zmapowane w populacji DS2xRXL10
Figure 1. Rye linkage groups of RAPD markers constructed using S120xS76 F, population.
Numbers on the left are map distances in cM. Underlined — markers common with genetic map
of DS2xRXL10 population
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Rycina 2. Krzywa warto$ci LOD dla cechy odpornosci na porastanie w przedziatach mapowych
w grupach sprzgzen 21 3
Figure 2. LOD curve for sprouting resistance observed in map intervals with linkage groups 2 and 3
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w zelu agarozowym nie pozwala na jednoznaczne wskazanie lokalizacji chro-
mosomowej poszczegolnych grup sprz¢zen. Wymienione trzy markery wspodlne
dla mieszancow S120 x S76 1 DS2 x RXL10 nie daja jeszcze przekonujacej pod-
stawy do identyfikacji chromosomow zyta wsrdd utworzonych grup sprzezen.

Calo$¢ utworzonej mapy sprzgzen zawiera 43 markery (pi¢¢ markeréw pozo-
stato niesprzg¢zonych) i liczy w sumie 248,8 cM, czyli pokrywa niespetna 20%
genomu zyta [Bednarek i in. 2003]. Odleglo$ci pomigdzy markerami na mapie,
poza jednym wyjatkiem, nie przekraczaja 20 cM, co potwierdza wczesniejsze
obserwacje, ze markery RAPD sa do$¢ réwnomiernie roztozone w genomie zyta
[Masoj¢ i1 in. 2001] i nie tworza skupien obserwowanych przy mapowaniu
z wykorzystaniem markeréw AFLP [Saal, Wricke 2002; Bednarek i in. 2003].

Tabela 2. Charakterystykaloci (QTL)kontrolujacych odporno$é naporastanieumieszanca S120 x S76
Table 2. Characterization of QTLs controlling resistance to pre-harvest sprouting in S120 x S76 cross

Grupa sprzg¢zen Przedzial mapowy Pozycja"

QTL Linkage group Map interval Position" LOD Ve (%)
Spr99a Gr2 pr931-pr100 10,0 cM 2,65 53,2
Sproob Gr3 pr544-pr391 4,0 cM 3,00 63,9

Ogdtem® Total® 2,93 61,0

D Pozycja QTL okreslona jako odlegtoéé od lewego markera przedziahi mapowego
D Position of QTL given as a distance in cM from the left marker of interval

) Wielko$¢ wariancji fenotypowej thimaczona dziataniem wykrytego locus

2 Part of phenotypic variance explained by a single QTL

%) Wartosci uzyskane przy rownolegtej ocenie obu wykrytych loci

%) Estimates obtained after simultaneous analyzing of all detected QTL

Analiza mapowania w przedziatach z wykorzystaniem danych uzyskanych po
prowokacji porastania w klosach pozwolita na wskazanie dwoch grup sprzezen
(Gr 2 1 Gr 3), zawierajacych markery silnie sprz¢zone z genami kontrolujacymi
okres spoczynku ziarna. W obrgbie obu tych grup sprzezen krzywa LOD wyraz-
nie przekraczata warto$¢ 2,0, przyjeta jako poziom statystycznej istotnosci
(ryc. 2). Uzyskane rozktady krzywych LOD nie pozwalaja na formutowanie
jednoznacznych wnioskéw co do lokalizacji genow warunkujacych odpornosé
na porastanie. W obrebie grupy 2 krzywa przebiega na wyré6wnanym, lecz istot-
nym poziomie. W grupie 3, pomigdzy markerami pr544 i pr391, widoczne jest
jedno wyrazne wzniesienie krzywej 1 tam przypuszczalnie zlokalizowany jest
jeden z genow odpornosci na porastanie (tab. 2). W obregbie grupy 3, w sa-
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siedztwie markera pr986, krzywa ponownie wznosi si¢ powyzej poziomu istot-
nos$ci i prawdopodobnie osiaga maksimum poza utworzona grupg sprzgzen. Taki
przebieg rozktadu LOD w obu wymienionych grupach sprz¢zen wskazuje na to,
ze dodatkowe loci kontrolujace spoczynek ziarna moga si¢ znajdowacé w przyle-
gajacych, lecz niepowiazanych dotad regionach. Stad petna analiza QTL bedzie
mozliwa dopiero po rozbudowie mapy przy zastosowaniu réznorodnych technik
markerowych.

Maksymalny poziom LOD dla obu wykrytych QTL przekracza wyraznie
granicg statystycznej istotnosci, lecz ze wzglgdu na niekompletno$¢ mapy trudno
jest przesadza¢ o efektach wykrytych QTL dla wyksztatcenia odpornosci na
porastanie. Wysokie dla obu loci wartosci Ve, sugeruja, ze ich znaczenie w kon-
troli cechy porastania moze by¢ znaczace. Wartosci Ve sa jednak prawdopodob-
nie nieco przeszacowane z uwagi na dominujacy charakter markerow RAPD
uzytych do konstruowania mapy sprz¢zen. Stad tez wartosci parametrow QTL
nie ulegty praktycznie zmianie przy jednoczesnej ocenie dziatania obu wykry-
tych loci (tab. 2).

‘WNIOSKI

1. Poziom polimorfizmu zastosowanych w pracy markeréw RAPD nie po-
zwolil na skonstruowanie petnej mapy chromosomow zyta. Utworzone grupy
sprzezen pokrywaja okoto 20% catego genomu zyta.

2. Wyniki przeprowadzonych analiz pozwalaja na wytypowanie markerow
sprzgzonych z loci kontrolujacymi okres spoczynku ziarna zyta, ktore moga
znalez¢ zastosowanie przy selekcjonowaniu genotypow o podwyzszonej odpor-
nosci na porastanie.
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