Pielikums atskaitei par LZP projekta 07.2055 ,,Latvijas mieZu S$kirpu un selekcijas Iiniju
genétiskas daudzveidibas un selekcijas potenciala izvértéjums izmantojot augstas
caurlaidspéjas punktveida mutaciju genotipéSanu" realizaciju 2007. — 2008. gada

Misdienu lauksaimniecibai tiek izvirzita prasiba nodroSinat augoSo pasaules
populaciju ar pietickamu partikas daudzumu, tacu tradicionala selekcija, kas pamatojas uz
jaunu Skirnu empirisku, fenotipisku izvert€Sanu, ir Iéns process, biezi vien ar neparedzamiem
rezultatiem. Musdienu sasniegumi augu genétika un genomika lauj paatrinat tradicionalo
selekciju un meérktiecigi radit jaunas Skirnes ar precizi definétam paSibam. Fundamentalie
petijumi ir Javusi identificét génus, kas atbildigi par daudzam lauksaimnieciba nozimigam
pazimém. Lielakie sasniegumi lidz $im ir bijusi vienkar$i iedzimstoSu pazimju raksturosana,
pieméram, biotiska un abiotiska stresa izturiba un atseviskos morfologiskos parametros, bet
vairums lauksaimnieciba nozimigu pazimju, tadu ka produkcijas kvalitate un raZiba, ir
raksturiga kompleksa, no daudziem geéniem atkariga iedzimtiba. Katram atseviSkam g€nam
(alelei) ir relativi neliela ietekme uz pazimi, turklat So alelu ietekme uz fenotipu ir atkariga no
citiem genétiskiem faktoriem un organisma mijiedarbibam ar apkart&jo vidi.

Kompleksu pazimju pétiSanai un izmantoSanai selekcija ir nepiecieSamas efektivas
markiersistémas, kas atlauj kartét pazimes, raksturot selekcijas materiala genétisko
daudzveidibu un veicinat vélamo pazimju parnesi jaunas $kirn€s. Genomikas sasniegumi un
informacija DNS datu bazés lauj izveidot efektivas, uz génu sekvencém balstitas
markiersistémas. IpaSu ievéribu pelna punktveida mutaciju (single nucleotide polymorphism
jeb SNP) markieri. SNP ir visbiezak sastopama genétiska variacija visos lidz §im pétitajos
organismos, tie ir piem&roti izmanto$anai ka DNS markieri (Kruglyak 1997) un to
genotipéSanai ir izstradatas dazada meroga platformas (Syvanen 2005). Modelorganismos ar
zinamu genoma sekvenci un standartizetiem SNP katalogiem, SNP variaciju ir izdevigi pétit
izmantojot DNS C¢ipus, pieméram, Affymetrix. Savukart lauksaimniecibas augu gadijuma,
kuru genomi vél ir salidzinosi slikti izpétiti, ir izdevigi izmantot atvertas genotip&Sanas
platformas, pieméram, [llumina GoldenGate sistému (Fan et al. 2003; Oliphant et al. 2002).

Miezi ir viena no nozimigakajam lauksaimniecibas kultiram visa pasaulg, tie
tradicionali tiek lietoti gan cilvéku uztura, gan ari ka lopbariba. Lai arT miezu genoms ir 5.2
miljardi bp (Bennett and Leitch 1995), tomér tie ir gen&tiski saméra vienkarsi diploidi,
paSapputes augi, kurus iesp&jams izmantot ka modeli heksaploido kvieSu pétijumiem. Lai
veicinatu miezu molekularas genétikas pétijumus un sekmétu to pielietojumu jaunu $kirnpu
veidoSana, pédejos gados ir izveidoti vairaki jauni miezu genomikas resursi, piem&ram,
Affymetrix Barleyl DNS cCips (Close et al. 2004; Druka et al. 2006), miezu mutantu
populacija (Caldwell et al. 2004), konsensus genétiskas kartes ar SNP markieriem (Rostoks et
al. 2005; Stein et al. 2007; Varshney et al. 2007; Wenzl et al. 2006), ka art uz Illumina
GoldenGate tehnologijas balstita miezu SNP genotip&Sanas platforma ar 3072 SNP (Rostoks
et al. 2006). Miezu SNP genotip&Sanas iesp&jas asociaciju genétika ir demonstrétas p&tijuma,
kura ietvaros tika genotip€tas 91 Eiropas miezu Skirne (Rostoks et al. 2006).

LZP finansétaja pétjjuma tika izmantota min&ta SNP genotip&Sanas platforma, lai
analizétu genétisko daudzveidibu, populaciju struktiiru un nelidzsvarotas saistibas (linkage
disequilibrium, LD) bloku izmé&rus un izvietojumu 95 Latvijas miezu $kirnés un selekcijas
Inijas.

P&tijuma rezultata iegiiti vairak neka 140 000 SNP genotipi (pieméru skat. 1. attela).
No analizétajiem 1536 lokusiem, 1083 ir kart€ti viena vai vairakas miezu kart€Sanas
populacijas, tadgjadi zinama to atrasanas vieta miezu genoma. Sakotngja datu kvalitates
kontrole tika veikta, lai identific€tu zemas kvalitates SNP lokusus, ka ar1 heterozigotiskus
lokusus. Piem&ram, 1B. attéla paraditi heterozigotiski SNP lokusi. Miezi ir pasapputes augi,
tadgjadi to genomam atskiriba no cilvéku genoma vajadz€tu biit pilniba homozigotiskam.
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Tacu nemot véra, ka genotip&tais materials ietver selekcijas linijas, kas raditas krustoSanas
cela, var sagaidit skaldiSanos atseviskos genoma rajonos. Tas labi redzams ar bultinu
noraditajos rajonos, kur vairaki blakus atrodosies lokusi ir heterozigotiski.
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1. att€ls. Devindesmit piecu miezu liniju 7H hromosomas grafiskais genotips, kas balstas uz
168 SNP lokusiem, iegiits ar programmu Flapjack (http://www.scri.ac.uk). Katrai mieZu
Iinijai atbilst viena rinda, katram SNP lokusam atbilst viena kolonna. Lokusu relativais
novietojums uz miezu genétiskas kartes noradits attéla augSdala. A — paraditi SNP genotipi (A
—zal§, C — oranzs, G — sarkans, T — zils). B — paraditi heterozigotiski lokusi.

Balstoties uz genotipa datiem tika pétits Latvijas miezu Skirnu un selekcijas Iiniju
sadalfjums izmantojot galveno koordinasu analizi (2. att€ls). Analiz€jot visas 95 linijas tika
noverots, ka vairakas Skirnes ir saméra atskiribas no pargjam (2A. attels). Tas visas bija
daudzkansu miezu Skirnes, par kuram zinams, ka tam nereti ir no divkansu miezu Skirném
atSkiriga izcelsme (Fischbeck 1992). Izslédzot daudzkansu miezu linijas no analizes, atlikusas
linijas veidoja saméra kompaktu grupu (2B. att€ls), kas norada uz zemu populacijas
stratifikacijas [imeni.
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2. attels. GenotipeSanas datu galveno koordinaSu analize. A — visu 95 lmiju galveno
koordinasu analize. B — divkansSu Iiniju (n=89) galveno koordinaSu analize. Ar kvadratiem
apzimétas selekcijas Iinijas, bet ar rombiem Skirnes.

Turpmakaja darba gaita tika veikta 95 miezu liniju filogenétiska analize. Ar maksimalas
parsimonijas metodi veidota dendrogramma uzskatami parada daudzkansu miezu liniju attalo
radniecibu ar divkan$u miezu linijam (3. att€ls). Latvija ar miezu selekciju nodarbojas
galvenokart Valsts Stendes graudaugu selekcijas institits un Valsts Priekulu laukaugu
selekcijas institiits, tacu dendrogramma neparada selekcijas materiala sadalijumu péc STm
institiicijam, ko iesp&jams izskaidrot ar materiala apmainu selekcijas mérkiem. VPLSI uzsakta
kailgraudu miezu selekcijas programma, kura tiek izmantotas kailgraudu miezu Skirnes no
Ziemelamerikas (informacija no Dr. agron. L. Legzdinas), tacu dendrogramma kailgraudu
miezu linijas neparadas ka atseviska grupa, tadjadi jadoma, ka notiek sekmiga kailgraudu
fenotipu nosakosa nud lokusa introgresija Latvijas apstakliem adaptéta selekcijas materiala.

Illumina miezu genotipéSanas platforma ir tikusi pielietota ari vairaku kart€Sanas
populaciju (‘Steptoe’ x ‘Morex’, ‘OWB D’ x ‘OWB R’, ‘Barke’ x ‘Morex’) analizei un
konsensus genétiskas kartes izveidosanai (Waugh, Close, Graner, nepublicéti rezultati).
Nemot véra cieSo sadarbibu, kas izveidojusies ar Illumina miezu genotip&Sanas platformas
veidoSana iesaistitajam laboratorijam, Iidz $im nepublicéta genétiska karte ir pieejama ari LZP
projekta realiz€tajiem. Tadejadi bija iespejams pétit ne tikai visparéjo Latvijas miezu Skirnu
genctisko daudzveidibu, bet ari genétiskas daudzveidibas (izteiktas ka polimorfisma
informacijas saturs, polymorphism information content, PIC) sadalfjumu dazados genoma
rajonos. Pieméram, 4. att€la redzams, ka 3H hromosomas subtelom@riskais rajons parada
zemakas PIC vertibas 23 Latvijas miezu skirn€s salidzinot ar visu paraugkopu. No ta var
secinat, ka selekcionaru darbs selekcijas liniju veidoSana ir veicinajis genétiskas
daudzveidibas palielinasanu S$aja genoma rajona. Analiz€to Skirnu un Iiniju paraugkopa
ietvera 21 kailgraudu miezu liniju, kuras satur nud génu, kas introgreséts no Ziemelamerikas
un Eiropas mieziem, pieméram, Dawn, McGwire, Merlin un SW-1291. Pilnaja paraugkopa,
salidzinot ar 23 Latvijas miezu Skirn€m (visas pléksnainas), uz 7H hromosomas 100 — 110 cM
rajona novérojama PIC vértibu samazina$anas. Saja rajona atrodas nesen klongtais un
raksturotais nud géns (Costa et al. 2001; Taketa et al. 2008). Tadgjadi genotip&sanas dati
apstiprina selekcionaru veikto atlasi péc kailgraudu fenotipa, kuras rezultatd Saja genoma
rajona samazinajusies genétiska daudzveidiba.
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3. att€ls. Ar maksimalas parsimonijas metodi rekonstruéta konsensus dendrogramma, kas
balstita uz 100 bootstrap atkartojumiem. Ar zalu krasu noraditas daudzkansu miezu linijas, ar
sarkanu krasu noraditas kailgraudu miezu Iinijas. Skaitli dendrogrammas zaru zakl€s norada
bootstrap vértibas. Ar oranzam bultam noraditas Valsts Stendes graudaugu selekcijas institiita
un Latvijas Lauksaimniecibas universitates, bet ar zilam bultam Valsts Priekulu laukaugu
selekcijas institta veidotas skirnes un selekcijas Iinijas.
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4. attels. Polimorfisma informacijas satura
(polymorphism information content, PIC)
sadalijums Latvijas miezu Skirnu un
selekcijas liniju genoma. Katrs grafiks parada
PIC sadalijumu viena no septipam miezu
hromosomam, kuras apzimétas 1H — 7H. Ar
nepartrauktu Iiniju paradits PIC visas 95
Iinijas, ar partrauktu liiju paradits PIC tikai
23 Latvijas miezu Skirn€s. Uz X ass noradits
markieru novietojums hromosoma (cM). PIC
aprekinats nevis katram lokusam atseviski,
bet ar kustigo logu wvidgji katriem 11
lokusiem.



Nelidzsvarota saistiba (linkage disequilibrium, LD) novérté novirzes no divu dazadu
génu alelu nejausas asociacijas (Slatkin 2008). Atskiriba no saistibas starp géniem uz vienas
hromosomas, LD var biit novérojama ari starp g€nu al€lém, kas atrodas uz dazadam
hromosomam. LD bloku izmérs atkarigs no rekombinacijas un tas ietekmé& asociaciju (LD)
kartéSanas izSkirtsp&ju — jo mazaks LD bloku izmérs, jo augstaka karteSanas izskirtspgja, tacu
vienlaicigi kartéSanai nepiecieSams lielaks markieru skaits. Cilvéku populacijas LD bloku
izmérs videji ir 20 kbp, tacu tas var mainities gan atkariba no pétitas populacijas, izmantota
markieru veida un blivuma, gan arT no rekombinacijas biezuma konkrétaja genoma rajona
(Wall and Pritchard 2003). SveSapputes augiem, pieméram, kukuriizai, dabiskas populacijas
LD saglabajas tikai génu ietvaros un caurméra LD izzad (r* < 0.1) 1500 bp robezas
(Remington et al. 2001), tacu LD attalums atkarigs no pétitas populacijas. PaSapputes
mode]organisma Arabidopsis thaliana pasaules kolekcija LD novérojams pat starp lokusiem 1
cM vai 250 kb attaluma, tacu tas var sasniegt pat 50 cM lokalas populacijas (Nordborg et al.
2002). Ar1 paSapputes kulttiraugiem, pieméram, mieziem, LD attalums ir atkarigs no pétitas
populacijas. Ta pieméram, savvalas miezu populacijas lidzigi ka sveSapputes augos LD
saglabajas tikai génu robezas (Caldwell et al. 2006). Savukart vietgjas Skirn€s (landrace) un
miusdienu Skirn€s statistiski nozimigs LD bija novérojams starp lokusiem attiecigi 83 kbp un
212 kbp attaluma.

A
1.0
0.9 ]
0.8 o
0.7 -
<06 :
=05 =
=
- 0.4
03
0.2
0.1
0 ]
0 50 100 150 200
- Genetic map (cM)

5. attels. LD (r%) starp SNP lokusu pariem
(P<0.001) atkariba no genctiska attaluma
starp lokusiem (cM). Starphromosomalais
LD paradits fikséta attaluma 200 cM. A —
LD pilna miezu linijas paraugkopa. B — LD
0 50 100 150 200 89 divkanSu miezu linijas.

Genetic map (¢cM)

Misdienu kultiiraugu skirnes ir Ipass gadijums no populaciju genétikas viedokla (Ball
2007). Moderna miezu selekcija tika uzsakta 20 gs. sakuma, kad no viet€jo Skirnu materiala
atlasitas Iinijas tika izmantotas krustojumos jaunu Skirnu veidoSanai (Fischbeck 1992).
Tadgjadi no vienas puses janem véra, ka Eiropas miezu Skirnpu pamata saméra daudzveidigs
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materials no Vacijas, Moravijas, Lielbritanijas un Skandinavijas vietgjam Skirném, tacu
vienlaikus misdienu Skirnes no 20 gs. sakuma raditajam Skir ne vairak ka dazi krustojumi
(mejozes). Sads materials satur augstu alélisko daudzveidibu, tadu arf arkartigi augstu LD
Iimeni. Sakotngja Eiropas vasaras miezu Skirpu genoma analize ar Illumina SNP
genotipéSanas platformu paradija, ka statistiski nozimigs LD novérojams starp lokusiem
vidgji 1.53 c¢M attaluma (Rostoks et al. 2006). Sadas atskiribas LD bloku izméros starp
modernajam Skirn€m un savvalas populacijam norada uz iesp€ju veikt sakotn€ju visa genoma
asociaciju kart€Sanu misdienu miezu Skirn€s, kur LD bloki ir pat vairakas centimorganidas
lieli, izmantojot vien dazus tukstoSus SNP. Savukart detalizéta kart€Sana un kandidatgénu
identifikacija biitu iesp€jama koncentrgjoties jau uz noteiktu genoma rajonu analizi viet€jas
skirn€s un savvalas miezu populacijas (Caldwell et al. 2006).
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Projekta gaita tika pétits LD bloku izmérs Latvijas miezu Skirnes. Izmantojot ~600
genétiski kart€tos SNP ar minimalo aléles frekvenci >0.1 noskaidrojas, ka 95 Latvijas miezu
Skirn€s un selekcijas linijas videjais attalums starp lokusiem ar statistiski nozimigu (P<0.001)
LD (r>0.5) ir 1.5 ¢cM (medianas attalums 0.3 cM) (skat. 5A. attelu). Izslédzot sesas
daudzkanSu miezu linijas, attalums starp lokusiem ar statistiski nozimigu LD samazinajas
nedaudz 1idz 1.4 ¢cM (medianas attalums 0.3 cM) (skat. 5B. attelu). Dotie rezultati norada uz
Latvijas miezu skirpu un selekcijas Iiniju [idzibu ar Rietumeiropas miezu Skirném LD zina un
piemerotibu asociaciju karteésanai.

SNP genotipésanas rezultati (MAF>0.1) par katru hromosomu tika izmantoti ari LD
bloku izméru un izvietojuma genoma analizei (6. att€ls). legiitie rezultati uzskatami paradija
atskirigus LD bloku izmérus un novietojumu starp dazadam hromosomam. Sie rezultati ir
nozimigi, jo norada, ka asociaciju karteéSanas izskirtsp&ja biis atkariga no konkréta analizeta
genoma rajona.

Izmantojot LZP projekta realizacijas gaita iegiitos genotipéSanas datus un datus par
Latvijas miezu skirnu un selekcijas Imiju graudu B-glikanu saturu, kas iegiiti 2007. gada
lauka izm&ginajuma sezona Valsts pétijumu programmas agrobiotehnologija ietvaros, tika
veikts asociaciju kart€Sanas izm€ginajums, izmantojot vispargjo linearo modeli programma
TASSEL. Sakotngjie rezultati liecina, ka pat izmantojot vienkarSotu statistisko modeli un
vienas sezonas fenotipa datus, ka arT negemot véra potencialo populaciju struktiiras ietekmi
iespejams kartét kvantitativas pazimes nosakoSos lokusus (7. att€ls). Atte€la redzamais
statistiski butiskais QTL uz miezu 7H hromosomas sakrit ar iepriek$ literatiira zinoto [3-
glikanu QTL, kas kartets ‘Beka’ x ‘Logan’ populacija (Molina-Cano et al. 2007).
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7. att€ls. Graudu B-glikanu satura asociaciju kart€Sana. B-glukanu saturs noteikts ar
Megazyme (Megazyme International Ireland Ltd.) izstradatu enzimatisku metodi Valsts
pétijumu programmas agrobiotehnologija ietvaros. SNP markieri (MAF>0.1) sakartoti p&c to
atraSanas vietas uz miezu genctiskas kartes. Asociaciju kartéSana veikta ar programmu
TASSEL (Bradbury et al. 2007) izmantojot vispargjo linearo modeli.

Nosleguma jaatzime, ka LZP projekta merkis ir sasniegts, pirmoreiz iegiistot augstas

caurlaidsp&jas SNP genotipeSanas datus par 95 Latvijas miezu Skirn€m un selekcijas Iinijam.
Jau patlaban ir iegiiti nozimigi rezultati par Latvijas miezu selekcijas materiala genétisko
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daudzveidibu, populaciju struktiiru un nelidzsvarotas saistibas bloku izmériem un izvietojumu
genoma. Papildus Siem datiem 2008. gada ir iegtiti SNP haplotipu dati par vairakiem
kandidatgénu lokusiem b-glikanu un lizina saturam, kuri kopa ar augstas caurlaidsp€jas
genotipéSanas datiem varétu kalpot par pamatu asociaciju karteéSanai Latvijas miezu selekcijas
materiala. Turpmakaja darba gaita nepiecieSams paplaSinat SNP markieru daudzumu, ko
iesp&jams vares veikt sadarbiba ar VPLSI un Lielbritanijas partneriem ESF projekta ietvaros.
Asociaciju kart€Sanai nepiecieSamie fenotipa dati tiek uzkrati Valsts pétijumu programmas
agrobiotehnologija realizétaja projekta. Tadgjadi projekta iegiitie rezultati biis izmantojami
ilgaka laika posma asociaciju genétika, pakapeniski uzkrajot fenotipa datus vairaku gadu
garuma. legiito rezultatu pilns potencials tiks realiz€ts turpmaka darba rezultata gan konkrétas
pazimes nosakoSu genoma rajonu un kandidatgénu identifikacija, gan ar1 selekcija
pielietojamu molekularo markieru izstrade.
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