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Markery RAPD sprzê¿one z genami cech iloœciowych sosny zwyczajnej
(Pinus sylvestris L.)

Random amplified polymorphic DNA markers linked to quantitaive traits loci in Scots pine

(Pinus sylvestris L.)

Abstract. Quantitative variation is a feature of many economically important traits in forest trees, such as yield, quality

or disease resistant, which are assumed to be influenced by many interacting loci, and are called quantitative traits loci

(QTL). The method for finding and locating QTLs is called QTL mapping and requires multi-locus genotypes

(molecular markers) and phenotypes (quantitative traits), which are measured on all individuals of segregating

population. Next phenotypic values are statistically associated with genotypic values, usually using multiple regression

or maximum likelihood methods to identify markers that have a strong association with the quantitative trait.

This article will describe a modification of QTL analysis, bulk segregant analysis (BSA), that has been shown to

work well with genes having major effects and that obviates the need for constructing detailed genetic maps. This

approach has been used successfully with composite population of maize to locate QTLs associated with yield under

severe drought.

In order to find molecular markers linked to quantitative traits, economically important in Scots pines breeding

program we decided to combine two different techniques RAPD and BSA. Half-sib progeny of plus tree have been

grouped according to the expression of six economically important traits. To assess the diversity and the separation of

progeny groups we used two multivariate statistical methods: hierarchical cluster analysis and principal component

analysis (PCA). The largest positive values of correlation coefficients were found for the first principal component and

the surface of the needle (r = 0.96), its length (r = 0.85) and width (r = 0.65). The second principal component was

strongly correlated with height (r = 0.77) and DBH (r = 0.68), while the third was positively correlated with the amount

of needles (r = 0.64). Features strongly correlated with each of the first three principal components identify common

genetic factors. We can conclude that the most important genetic factor, which makes the largest part of the variability of

phenotypic traits, is factor responsible for the characteristics of the leaf. The second main component can be regarded as

a genetic factor responsible for the development of the main stem (trunk), and a third factor is responsible for the foliage.

We analyzed 10 primer combinations and identified locus OPA02-1500bp, probably linked to height and DBH. In

the future this approach can be also extended to the study another quantitative traits.

Key words : RAPD, BSA , quantitative traits, Pinus sylvestris.

1. Wstêp

Hodowla roœlin jest bardzo dynamicznie rozwijaj¹c¹

siê dyscyplin¹ nauk stosowanych. Wa¿nym celem ho-

dowców jest ulepszanie gatunków pod k¹tem cech

odpowiadaj¹cych potrzebom cz³owieka. U drzew leœ-

nych wiêkszoœæ po¿¹danych cech u¿ytkowych i adapta-

cyjnych, takich jak: wysokoœæ drzewa, w³aœciwoœci
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drewna czy odpornoœæ na dzia³anie czynników

biotycznych i abiotycznych, kontrolowana jest wielo-

genowo (Sewell et al. 2002). Ten typ cechy nazywany

jest cech¹ iloœciow¹, a obszary na chromosomie, w

których zlokalizowane s¹ geny kontroluj¹ce tê cechê, to

loci cechy iloœciowej – QTL (ang. quantitatative trait

loci). Cecha uwarunkowana przez wiele genów mo¿e

osi¹gaæ ró¿ne natê¿enie, od niedostrzegalnego w

fenotypie do bardzo wyraŸnego, dlatego wskazanym jest

ustalenie wiarygodnej metody wyznaczania osobników

o najbardziej cennych genotypach. Poznanie podstaw

dziedziczenia wa¿nych gospodarczo cech drzew leœnych

jest szczególnie wa¿ne dla zapewnienia trwa³oœci

zasobów leœnych i ich wydajnoœci. W tym kontekœcie,

ka¿de dodatkowe narzêdzie kieruj¹ce procesem selekcji,

które poprawi ocenê wartoœci genetycznej i zredukuje

czas wykonania oceny jest szczególnie wa¿ne.

Sosna zwyczajna (Pinus sylvestris) jest najwa¿niej-

szym gatunkiem lasotwórczym i u¿ytkowym w Polsce.

Ponad 72% pozyskania grubizny drewna przypada na

gatunki iglaste, z czego oko³o 70% stanowi sosna

zwyczajna. Udzia³ sosny wynosi 69% sk³adu gatun-

kowego lasów w Polsce, dlatego w³aœnie ten gatunek

wybrano do analizy genetycznej kontroli cech przy-

rostowych.

Wiêkszoœæ badañ genetyki klasycznej wymaga œrod-

ków i procedur generalnie nieosi¹galnych dla gene-

tyków leœnych, takich jak linie wsobne, kolekcjon-

owanie charakterystycznych mutantów. St¹d zapewne

powszechne stwierdzenie, ¿e drzewa leœne s¹ trudnym

obiektem analiz genetycznych. W przypadku drzew

iglastych du¿¹ zalet¹ jest mo¿liwoœæ wykorzystania

tkanki megagametofitu. Ka¿dy megagametofit jest

bowiem ekwiwalentem wk³adu drzewa matecznego w

powstanie zarodka, dlatego mo¿liwa jest bezpoœrednia

analiza dziedziczenia loci genetycznych, bez koniecz-

noœci u¿ywania krzy¿ówek kontrolowanych.

Zwykle u¿ywana metoda identyfikacji loci cech iloœ-

ciowych (QTL) wymaga zastosowania populacji mapu-

j¹cej, któr¹ stanowi pe³ne rodzeñstwo lub pó³rodzeñstwo

i w której ka¿dy osobnik jest genotypowany za pomoc¹

markerów molekularnych. Innym podejœciem, wed³ug

którego osobniki populacji mapuj¹cej mog¹ zostaæ po-

grupowane stosownie do natê¿enia danej cechy i anali-

zowane pod wzglêdem ró¿nic we frekwencji alleli

wewn¹trz ka¿dej z grup, jest metoda analizy zbiorczych

pul DNA (ang. BSA – bulk segregant analysis). Metodê

zbiorczych pul DNA rozwinêli Michelmore i wspó³pra-

cownicy (1991), którzy wykorzystali to podejœcie do

mapowania genów sa³aty zwi¹zanych z jej odpornoœci¹

na patogeny. W badaniach drzew leœnych jako pierwszy

metodê tê zastosowa³ Devey i wsp. (1995) do mapo-

wania genu odpornoœci Pinus lambertiana na rdzê kory

wejmutki (Cronartium ribicola). Kolejne przyk³ady

wykorzystania metody BSA zakoñczone sukcesem

tak¿e dotyczy³y mapowania genów odpornoœci na

patogeny: genów wi¹zu drobnolistnego na Stegophora

ulmea (Benet et al. 1995), genów hybryd topoli na

Melampsora larici – populina (Cervera et al. 1996,

Villar 1996) oraz genów sosny taeda na Cronartium

quercuumn (Wilcox et al. 1996). Metodê BSA wyko-

rzystano tak¿e do zmapowania genu œwierka pospolitego

kontroluj¹cego ujawnienie fenotypu o wysmuk³ej

koronie (Lehnera et al. 1995). Quarrie i wspó³pra-

cownicy (1999) zaproponowali wykorzystanie metody

BSA w badaniach nad odpornoœci¹ kukurydzy (Zea

mays L.) na suszê , czyli cech¹ kontrolowan¹ przez wiele

genów. Badania te pokaza³y, ¿e analiza zbiorczych pul

DNA mo¿e byæ wykorzystywana nie tylko do

identyfikacji markerów cech kodowanych przez

pojedyncze geny, ale tak¿e takich, które maj¹ charakter

iloœciowy, lecz kontrolowane s¹ przez geny o du¿ym

efekcie fenotypowym. Markery molekularne, które

wykazuj¹ polimorfizm pomiêdzy rodzicami oraz s¹

silnie sprzê¿one z locus cechy iloœciowej o du¿ym

efekcie fenotypowym, bêd¹ wówczas segregowa³y

allele z danym locus w potomstwie (Quarrie et al. 1999),

czyli inaczej markery sprzê¿one z locus cechy iloœciowej

bêd¹ wspólnie dziedziczone.

Wraz z rozwojem technologii markerów molekular-

nych pojawi³y siê nowe mo¿liwoœci powi¹zania okreœ-

lonej cechy z wynikami kontroli genetycznej. Stosuj¹c

markery RAPD, które maj¹ charakter dominuj¹cy, do

wykorzystania metody BSA wymagana jest niewielka

próba osobników (oko³o 10) w obu grupach segre-

gantów. Prawdopodobieñstwo, ¿e niezwi¹zany locus

jest polimorficzny w obu grupach 10 osobników wynosi

2×10-6 (Michelmore et al. 1991).

W artykule przedstawiono zmodyfikowan¹ proce-

durê analizy loci cech iloœciowych, w której do okreœle-

nia sprzê¿enia z markerami RAPD, wykorzystano

zbiorcze pule DNA.

2. Materia³y i metody

Materia³

Materia³ roœlinny stanowi³o potomstwo drzewa

doborowego sosny (ród 167), pochodz¹ce z wolnego

zapylenia, z plantacyjnej uprawy nasiennej, za³o¿onej w

1990 roku, zlokalizowanej w Nadleœnictwie Skier-

niewice, Leœnictwo Rylsk. Jedynym kryterium wyboru

by³a odpowiednio liczna reprezentacja potomstwa. W

badanym zbiorze 124 osobników potomnych analizo-

wano szeœæ cech: pierœnicê na wysokoœci 1,3 m – DBH,

wysokoœæ drzewa – H, liczbê igie³ na pêdzie I rzêdu na

d³ugoœci 10 cm od p¹czka wierzcho³kowego, szerokoœæ
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ig³y, d³ugoœæ ig³y oraz powierzchniê ig³y. Materia³

badawczy stanowi³y ig³y zebrane z drzewa matecznego i

124 drzew potomstwa oraz szyszki. Z 30 zebranych

szyszek dla ka¿dego drzewa wy³uszczono nasiona. Po

odskrzydleniu i oddzieleniu nasion pustych, pozosta³e

wysiano na bibu³owe kr¹¿ki. Po 7 dniach od skie³ko-

wanych siewek oddzielano megagametofit. Z uzyskanej

tkanki megagametofitu i z igie³ ekstrahowano DNA

genomowy. Ekstrakcjê DNA prowadzono z u¿yciem

zestawu do izolacji Dneasy Plant Kits firmy QIAGEN

wed³ug procedury producenta. Oceny jakoœciowej i

iloœciowej otrzymanego DNA dokonywano przez

rozdzia³ elektroforetyczny w 0,8% ¿elu agarozowym w

buforze 0,5×TBE.

Analiza zbiorczych pul DNA

Metody statystyczne

Do oceny zró¿nicowania oraz wydzielenia grup

potomstwa zastosowano dwie wielowymiarowe metody

statystyczne, wzajemnie siê uzupe³niaj¹ce, tj. hierar-

chiczn¹ analizê skupieñ (ang. – hierarchical cluster

analysis) (Mohammadi, Prasanna 2003; Crossa, Franco

2004) oraz analizê sk³adowych g³ównych PCA (PCA –

ang. principal component analysis).

Analiza sk³adowych g³ównych zosta³a przeprowa-

dzona w celu oceny zró¿nicowania potomstwa pod

wzglêdem badanych cech fenotypowych. Wyznaczono

wspó³czynniki korelacji miêdzy sk³adowymi g³ównymi

a wartoœciami œrednich dla poszczególnych cech. Na

podstawie bezwzglêdnej wartoœci wspó³czynników

korelacji mo¿na stwierdziæ, które cechy charakteryzuj¹

siê najwiêksz¹ moc¹ dyskryminacyjn¹, czyli ró¿nicuj¹c¹

badan¹ populacjê (Ukalska et al. 2007).

W celu wyznaczenia grup potomstwa podobnego

pod wzglêdem badanych iloœciowych cech fenotypo-

wych zastosowano hierarchiczn¹ analizê skupieñ

metod¹ Warda (Ward 1963). Jako miarê podobieñstwa

wziêto kwadrat odleg³oœci euklidesowej miêdzy

potomkami, któr¹ obliczono na podstawie wartoœci

œrednich dla 6 rozwa¿anych cech w skali standaryzo-

wanej dla ka¿dej z nich (Krzanowski 1988). Liczba

homogenicznych grup potomstwa zosta³a wyznaczona

na podstawie kryterium skupieñ szeœciennych (Sarle

1983). Jest to jedno z kilku mo¿liwych do zastosowania

statystycznych kryteriów s³u¿¹cych do obiektywnego

podzia³u obiektów na grupy jednorodne pod wzglêdem

wielowymiarowym (Crossa, Franco 2004).

Na podstawie wyników uzyskanych za pomoc¹ obu

zastosowanych metod wielowymiarowych wykonano

wykres wydzielonych grup genotypów w uk³adzie

dwóch pierwszych sk³adowych g³ównych.

Obliczenia potrzebne do wykonania podanych analiz

statystycznych oraz prezentowany w pracy wykres

wykonano przy u¿yciu procedur FASTCLUST i

PRINCOMP oraz procedur graficznych pakietu SAS

(Khattree i Naik 2000, SAS/STAT User's Guide, 2004).

Analiza RAPD

Najprostsz¹ w wykonaniu technik¹, która pozwala na

szybkie wykrycie ró¿nic w sekwencji DNA na obszarze

ca³ego genomu, jest opracowana przez Williamsa i wsp.

(1990) metoda RAPD (ang. Randomly Amplified Poly-

morphic DNA), wykorzystuj¹ca losowo amplifikowany

polimorficzny DNA. Metoda ta wykorzystuje poje-

dynczy, 10-nukleotydowy starter o losowo wybranej

sekwencji. W celu zidentyfikowania polimorficznych

fragmentów DNA przetestowano 10 starterów: OPA02,

OPA06 OPA11, OPE08, OPD12, OPE09, OPG04

OPG09, OPG10 i OPW09 (Opreon Technologies,

Alameda, California, USA). Sk³ad mieszaniny reakcyj-

nej by³ nastêpuj¹cy: 10 ng DNA, 0,2 �M starter, 5,5 ��

MgCl2, 200 �M dNTPs, 1 × bufor do polimerazy DN��

� U Polimerazy Taq (QIAGEN).

Ka¿da reakcja PCR by³a przeprowadzona wed³ug

programu obejmuj¹cego 40 cykli: 1 min – 94°C , 1 min –

37°C i 2 min – 72°C. Program poprzedzony by³ 1,5-

minutowym okresem denaturacji w temp. 94°C i koñ-

czy³ siê 10-minutowym wyd³u¿aniem produktów w

temperaturze 72°C. Produkty reakcji PCR rozdzielano w

barwionym bromkiem etydyny 2% ¿elu agarozowym w

buforze TBE.

3. Wyniki

W przedstawionych badaniach zastosowano mar-

kery RAPD i metodê BSA do identyfikacji fragmentów

DNA sprzê¿onych z loci cech iloœciowych analizowa-

nych dla potomstwa sosny zwyczajnej, pochodz¹cego z

wolnego zapylenia. Drzewa pogrupowane zosta³y

wed³ug ekspresji szeœciu analizownych cech. Wyniki

analizy sk³adowych g³ównych przedstawiono w tabeli 1.

Trzy pierwsze sk³adowe g³ówne wyjaœnia³y ³¹cznie 82%

ca³kowitej zmiennoœci œrednich wszystkich badanych

cech w populacji mapuj¹cej sosny. Najwiêksze wartoœci

dodatnie wspó³czynników korelacji pierwszej sk³ado-

wej g³ównej stwierdzono z powierzchni¹ ig³y (r=0,96),

jej d³ugoœci¹ (r=0,85) oraz szerokoœci¹ (r=0,65). Druga

sk³adowa by³a silnie skorelowana z wysokoœci¹ (r=0,77)

i pierœnic¹ (r=0,68), natomiast trzecia sk³adowa by³a

dodatnio skorelowana z liczb¹ igie³ (r=0,64). Cechy sil-

nie skorelowane z ka¿d¹ z trzech pierwszych g³ównych

sk³adowych s¹ podstaw¹ identyfikacji wspólnych czyn-

ników genetycznych. Mo¿na zatem stwierdziæ, ¿e
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najwa¿niejszym czynnikiem genetycznym spoœród tych,

które warunkuj¹ rozpatrywane zmienne, jest czynnik

odpowiedzialny za cechy liœcia. Czynnik ten powoduje

najwiêksz¹ czêœæ zmiennoœci badanych cech fenoty-

powych. Drug¹ g³ówn¹ sk³adow¹ mo¿na traktowaæ jako

czynnik genetyczny odpowiedzialny za wykszta³cenie

pêdu g³ównego (pnia), a trzeci¹ jako czynnik odpo-

wiedzialny za ulistnienie.

Za pomoc¹ hierarchicznej analizy skupieñ oraz na

podstawie wartoœci statystyki kryterium skupieñ szeœ-

ciennych podzielono badane potomstwo na 5 grup,

homogenicznych pod wzglêdem rozwa¿anych 6 cech

fenotypowych. Wartoœci œrednie i wspó³czynniki zmien-

noœci cech fenotypowych dla tych grup przedstawiono w

tabeli 2. Wyznaczone grupy potomstwa ukazano gra-

ficznie w przestrzeni dwóch pierwszych sk³adowych

g³ównych PRIN1 i PRIN2 (ryc. 1). Wykres taki pozwala

na scharakteryzowanie populacji jednoczeœnie pod

wzglêdem tych cech, które by³y silnie skorelowane ze

sk³adowymi g³ównymi. Na podstawie przedstawionego

wykresu mo¿na scharakteryzowaæ wydzielone grupy

oraz pojedyncze osobniki. Przyk³adowo, osobnik 120, z

grupy oznaczonej kolorem czerwonym, charakteryzuje

siê najmniejszymi wartoœciami cech silnie, dodatnio

skorelowanymi z pierwsz¹ sk³adow¹ g³ówn¹ PRIN1,

czyli jest to osobnik o najkrótszych i najwê¿szych

ig³ach. Jednoczeœnie, osobnik ten charakteryzuje siê

wy¿szymi ni¿ œrednia wartoœciami cech silnie skore-

lowanych z drug¹ sk³adow¹ g³ówn¹ PRIN2, tj. wy¿sz¹

ni¿ œrednia wysokoœci¹ i pierœnic¹. Do tej samej grupy

nale¿y drzewo oznaczone numerem 82, które charakte-

ryzuje siê œrednimi wartoœciami cech silnie dodatnio
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Tabela 1. Korelacja miêdzy trzema pierwszymi sk³adowymi g³ównymi PRIN1, PRIN2 i PRIN3 a 6 cechami fenotypowymi
potomstwa oraz skumulowana wariancja wyjaœniana przez trzy pierwsze sk³adowe g³ówne
Table 1 Correlation between the first three principal components (PRIN1, PRIN2 and PRIN3) and 6 phenotypic traits of offspring

and the cumulative variance explained by first three principal components

Cecha
Trait

Wspó³czynniki korelacji
Correlation coefficients

PRIN1 PRIN2 PRIN3

Pierœnica
DBH

0,32 0,68 -0,47

Wysokoœæ
Height

0,33 0,77 -0,14

Liczba igie³
Needle number

-0,42 0,47 0,64

Szerokoœæ ig³y
Needle width

0,65 -0,50 -0,18

D³ugoœæ ig³y
Needle lenght

0,85 0,15 0,40

Powierzchnia ig³y
Needle surface

0,96 -0,08 0,25

Skumulowana wariancja ca³kowita, %
Total cumulative variance, %

41,0% 66,8% 82,0%

Grupa 1

Grupa 2

Grupa 3

Grupa 4

Grupa 5

Rycina 1. Rozmieszczenie populacji w przestrzeni
pierwszej (PRIN1) i drugiej (PRIN2) sk³adowej g³ównej.
Na wykresie oddzielono dwie grupy osobników o
skrajnych wartoœciach cechy, które pos³u¿y³y do
utworzenia dwóch zbiorczych pul DNA
Figure 1. Distribution of the population in the area of the

first (PRIN1) and second (PRIN2) main components. In the

graph there are separated two groups of subjects with

extreme values of the features that were used to create two

pooled DNA pools



skorelowanych z pierwsz¹ sk³adow¹ g³ówn¹ i jedno-

czeœnie najwy¿szymi wartoœciami cech silnie skorelo-

wanych z drug¹ sk³adow¹ g³ówn¹, tj. wysokoœci¹ i

pierœnic¹.

Spoœród szeœciu badanych cech do analizy sprzê¿e-

nia z markerami RAPD wybrano cechy skorelowane z

drug¹ sk³adow¹ tj.: wysokoœæ i pierœnicê. Cechy te stano-

wi³y przedmiot wielu wczeœniejszych badañ (Bradshaw

et al. 1995; Byrne et al. 1997; Emebiri et al. 1997; Kaya

et al. 1999; Kubisiak et al. 1997; Plemion et al. 1996; Wu

1998; Yoshimura et al. 1998). Dla sosny zwyczajnej

zidentyfikowano 0–3 QTL-i sprzê¿onych z wysokoœci¹ i

pierœnic¹, charakteryzuj¹cych siê du¿ym efektem

fenotypowym – 11,5–12,5% dla wysokoœci, i – 9,3–15%

dla pierœnicy (Larceteau et al. 2000).

Analizy statystyczne pozwoli³y na wyznaczenie

dwóch pul zbiorczych DNA. Pierwsza sk³ada³a siê z 10

po³¹czonych iloœciowo próbek DNA wyizolowanych z

roœlin o najwy¿szych wartoœciach analizowanej cechy,

wyznaczonych na podstawie wykresu przestrzennego

dwóch pierwszych g³ównych sk³adowych, druga mie-

szanina zawiera³a DNA o skrajnie najni¿szych war-

toœciach cechy. I tak drzewa najwy¿sze o najwiêkszej

pierœnicy oznaczono liter¹ „W” i w³¹czono do tej grupy

osobniki 82, 109, 75, 88, 112, 11, 98, 50, 47, 137,

natomiast grupê drzew najni¿szych o najmniejszej

pierœnicy, któr¹ stanowi³y osobniki 78, 51, 53, 6, 65, 59,

68, 64, 130, 141, nazwano „N”. Obie grupy roœlin

zawieraj¹, z za³o¿enia, bardzo zbli¿one iloœci DNA, a co

siê z tym wi¹¿e, produkty amplifikacji s¹ bardzo po-

dobne, z t¹ ró¿nic¹, ¿e markery RAPD zwi¹zane z

badan¹ cech¹ s¹ bardziej intensywne w jednej grupie

i mniej intensywne lub nieobecne w grupie drugiej.

Dla utworzonych w ten sposób grup zbiorczych pul

DNA prowadzono analizê zmiennoœci markerów RAPD

przy u¿yciu 10 starterów. Starter OPA02 wykazywa³

polimorfizm pomiêdzy grupami „W” i „N” (ryc. 2).

Obecnoœæ fragmentu wielkoœci 1500 pz w grupie osob-

ników wysokich i u drzewa matecznego oraz brak tego

fragmentu w drugiej skrajnej grupie zbiorczej mog¹

wskazywaæ na sprzê¿enie tego markera z analizowan¹

cech¹ – wysokoœci¹ drzewa.
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Tabela 2. Wartoœci œrednie x i wspó³czynniki zmiennoœci CV (%) dla 5 grup potomstwa wydzielonych metod¹ Warda
Table 2. The mean values x and coefficients of variation CV (%) for the 5 groups of offspring separated by Ward’s method

Cecha
Trait

1 2 3 4 5
Ogó³em

Total

x CV x CV x CV x CV x CV x CV

Œrednica
DBH

162,72 11 231,17 10 203,03 11 196,50 11 184,94 13 194,69 16

Wysokoœæ
Height

829,38 11 1037,00 8 980,31 8 861,50 7 953,13 8 929,60 12

Liczba igie³
Needle number

84,89 12 81,62 9 86,46 14 70,54 9 72,13 15 80,70 14

Szerokoœæ ig³y
Needle width

1,98 6 2,06 5 1,85 6 2,14 6 2,21 5 2,02 9

D³ugoœæ ig³y
Needle lenght

54,09 11 64,42 10 60,91 10 61,81 9 75,02 5 61,79 14

Powierzchnia ig³y
Needle surface

231,34 11 290,78 10 247,57 14 286,77 9 366,13 7 273,37 19

M W N P m \ W N P m \ W N P m \ W N P m \ W N P m

Rycina 2. Produkty reakcji PCR ze starterami: OPW09 - pierwsze cztery œcie¿ki, kolejne: OPA11, OPE09, OPA02 i
OPA06 dla obu pul zbiorczych ‘W’ i ‘N’ oraz dla drzewa matecznego ‘P’ oraz megagametofitu ‘m’. M – 100 bp Ladder
DNA (MBI Fermentas)
Figure 2. Products of PCR-reaction with primers: OPW09 – the first four tracks, further: OPA11, OPE09, OPA02 and OPA06 for

both bulk pools 'W ' and 'N' and the female trees 'P' and megagametophyte m. M – 100 bp DNA Ladder (MBI Fermentas)



4. Dyskusja

Mo¿emy wyró¿niæ dwa zasadnicze sposoby

identyfikacji markerów sprzê¿onych z cechami feno-

typowymi. Pierwszy, analiza QTL, opiera siê na geno-

typowaniu ca³ego potomstwa i osobników rodziciel-

skich za pomoc¹ markerów gêsto pokrywaj¹cych ca³y

genom, a nastêpnie badaniu zwi¹zków miêdzy feno-

typowymi ró¿nicami a genotypami. Jest to postêpowanie

czasoch³onne i kosztowne. Drugie podejœcie, analiza

zbiorczych grup segregantów, opiera siê na genotypo-

waniu tylko tej czêœci potomstwa, której fenotyp

skrajnie odbiega od œredniej pod wzglêdem analizo-

wanej cechy. O istnieniu sprzê¿enia wnioskuje siê na

podstawie ró¿nic czêstoœci alleli miêdzy grupami roœlin

o skrajnych fenotypach (Lebowitz et al. 1987). Jest to

najprostsze i najtañsze podejœcie bo wymaga analizy

DNA tylko dwóch po³¹czonych grup osobników, repre-

zentuj¹cych dwie fenotypowe skrajnoœci (Giovannoni et

al. 1991; Michelmore et al. 1991). Podczas gdy analiza

QTL oferuje bardziej precyzyjne narzêdzie dla loka-

lizacji genów reguluj¹cych ekspresjê genów, BSA jest

alternatyw¹, która pozwala unikn¹æ genotypowania

wszystkich osobników w populacji i znacznie skróciæ

czas analizy oraz zredukowaæ koszty.

Metoda BSA by³a bardzo skuteczna w konstruo-

waniu map genetycznych roœlin przy u¿yciu markerów

RFLP i SSR dla cech kontrolowanych przez pojedyncze

geny (np. Barua et al. 1993; Hormaza et al. 1994; Villar

et al. 1996; van Treuren 2001; Zhang al. 2002), a

równie¿ w przypadku cech iloœciowych (QTL), dla

których zidentyfikowano 2–3 geny g³ówne (Quarrie et

al. 1999). Otrzymane w prezentowanej pracy wyniki

wskazuj¹ na to, ¿e metoda RAPD/BSA mo¿e byæ tak¿e

pomocna w hodowli sosny zwyczajnej poprzez selekcjê

osobników o po¿¹danych cechach, bez potrzeby kon-

struowania szczegó³owych map genetycznych. Proce-

dura RAPD/BSA mo¿e mieæ zatem praktyczne

zastosowanie w przypadku wielu gatunków drzew

leœnych, dla których nie ma jeszcze map genetycznych,

s³u¿¹c do szybkiej identyfikacji cennych genotypów.

Ciekawym wydaje siê byæ fakt, ¿e dla badanej populacji

sosny, dla której zosta³a tak¿e wyznaczona mapa gene-

tyczna w oparciu o markery AFLP, zidentyfikowano

QTL, które wykaza³o sprzê¿enie z wysokoœci¹ drzewa

(dane niepublikowane).

Nastêpnym krokiem w analizie sprzê¿enia markerów

DNA z cechami iloœciowymi, powinno byæ zwiêkszenie

liczby zastosowanych markerów oraz zastosowanie

markerów o wiêkszym polimorfizmie. Rozwój techno-

logii i metodologii genotypowania mutacji punktowych

(SNP – ang. single nucleotide polymorphism), u¿ytecz-

nych w badaniach z zakresu genomiki cz³owieka,

oferuje mo¿liwoœæ wykorzystania tych narzêdzi tak¿e w

hodowli roœlin, co wp³ynie znacz¹co na zwiêkszenie

efektywnoœci metody BSA (Xu i Crouch 2007).

Podziêkowania

Artyku³ przygotowano w ramach projektu ba-

dawczego 2P06L\02829
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