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Optymalizacja metody ddRadSeq dla rodzaju
Hordeum sp. oraz Zea sp.*

Optimization of the ddRadSeq method for Hordeum sp. and Zea sp.

Metoda ddRADSeq jest wykorzystywana w badaniach populacyjnych oraz w analizach
filogenetycznych. Bazuje na ,redukcji genomu” (RadSeq, ang. Restriction — site
associated DNA), w ktorej wykorzystuje si¢ do badan sekwencjonowania od 0,1 do 10%
genomowego DNA. Redukcji dokonuje si¢ poprzez trawienie DNA dwoma enzymami
restrykcyjnymi. Metoda ddRADSeq umozliwia probkowanie DNA poprzez przygotowanie
bibliotek genomowych zawierajagcych fragmenty okreslonej dlugosci, ograniczone
zdefiniowanymi miejscami restrykcyjnymi. Kluczowym elementem przygotowania
bibliotek jest podwojne trawienie restrykcyjne genomowego DNA, przy uzyciu czesto i
rzadko tngcych enzymow.

Celem przeprowadzonych badan jest dobdr odpowiednich restryktaz, w sposob
umozliwiajacy fragmentacje genomu Hordeum sp. (~5.3 Gbp) oraz Maize sp. (~2.4 Gbp)
na odcinki o dtugosci 400-600 pz genomowego DNA.

Przeprowadzono testy roznych kombinacji rzadko i czgsto tngcych enzymow
restrykcyjnych, podczas reakcji podwojnego trawienia. Nastgpnie oceniono dlugosc
uzyskanych fragmentow DNA po reakcji PCR, stosujac rozdzial elektroforetyczny
aparatem 2100 Bioanalyzer.

Uzyskane wyniki pozwolily na wytypowanie par enzymow o najwickszej efektywnos$ci
dziatania w stosunku do wybranego materiatu roslinnego. Dla roslin z rodzaju Hordeum
sp. wybrano enzymy restrykcyjne: Mspl oraz Pstl, natomiast dla Zea sp. HindlIII i FspBI.

* Prace zostaly wykonane w ramach programu wieloletniego ,,Tworzenie naukowych podstaw postegpu biologicznego i
ochrona roslinnych zasobéw genowych zrodtem innowacji wsparcia zrownowazonego rolnictwa oraz bezpieczenstwa
zywnosciowego kraju” koordynowanego przez IHAR-PIB a finansowanego przez MRiRW.
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