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Application of ISSR markers in analysis of intraspecific similarity of Avena sterilis L.

W Instytucie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
prowadzony jest program obejmujacy krzyzowanie owsa zwyczajnego z dzikimi gatunkami z rodzaju
Avena L. W krzyzowaniach jako formy mateczne wykorzystywane sa polskie i amerykanskie odmiany
owsa oraz linie hodowlane. Komponentami ojcowskimi sa dzikie gatunki heksaploidalne: 4. sterilis L.
1 A. fatua L. oraz tetraploidalne: A. murphyi Ladiz. i A. maroccana Gdgr. W celu okreslenia poziomu
zréznicowania genetycznego form A. sterilis wykorzystywanych do krzyzowan przeprowadzono
analiz¢ polimorfizmu markerow ISSR. Metoda ISSR jest wysoce efektywna, identyfikuje wysoki
polimorfizm i moze by¢ z powodzeniem stosowana do oceny zréznicowania genetycznego w obrgbie
Avena sterilis L. Podobienstwo genetyczne analizowanych genotypéw okre§lone na podstawie
polimorfizmu markeréw ISSR wahato si¢ od 0,512 pomigdzy AVE 2532 i AVE 2116 do 0,878
pomiedzy CN 26025 i AVE 531, a srednio wynosito 0,715. Takie warto$ci wspoOlczynnikow
podobienstwa genetycznego §wiadczg o duzym zréznicowaniu genotypow A. sterilis przeznaczonych
do krzyzowan.

Stowa kluczowe: Avena sterilis L., ISSR, podobienstwo genetyczne

The Institute of Genetics, Breeding and Plant Biotechnology of University of Life Sciences in
Lublin conducted a program of Avena sativa L. cultivars crossing with wild species of the genus Avena
L. Polish and American cultivars and breeding lines were the maternal forms for crossing. The paternal
components were wild hexaploid species: 4. sterilis L., A. fatua L. and tetraploids: A. murphyi Ladiz.,
A. maroccana Gdgr. Analysis of ISSR markers polymorphism was conducted in order to determine
genetic diversity of the A. sterilis genotypes used in crossing. The ISSR method is much effective in
identification of DNA polymorphism and can be employed with success to evaluate the A. sterilis L.
genetic diversity. Genetic similarity of the analyzed genotypes, determined based on the ISSR markers
polymorphism, ranged from 0.512 (AVE 2532 vs. AVE 2116) to 0.878 (CN 26025 vs. AVE 531), on
the average — 0.715. Such values of genetic similarity indices testify to high diversity of the 4. sterilis
genotypes designated for crossing.
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W Instytucie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie od kilku lat prowadzony jest program obejmujacy krzyzowanie owsa
zwyczajnego z dzikimi gatunkami z rodzaju Avena L. (Chrzastek i in., 2006). W krzyzo-
waniach jako formy mateczne wykorzystywane sg polskie i amerykanskie odmiany owsa
oraz linie hodowlane pochodzace z HR Strzelce oraz Danko w Choryni. Komponentami
ojcowskimi sg dzikie gatunki heksaploidalne: A. sterilis L. 1 A. fatua L. oraz tetraploidalne:
A. murphyi Ladiz. 1 A. maroccana Gdgr.

Dzikie gatunki owsa charakteryzuje nie tylko bogactwo gendéw odpornosci, ale
i ogromna zmienno$¢ cech morfologicznych, fizjologicznych, biochemicznych i rolni-
czych. Z uwagi na duze podobienstwo genetyczne do 4. sativa, gatunek A. sterilis uwazany
jest za przodka form uprawnych (Zhou i in., 1999) oraz jedno z najtatwiej dostepnych
zrodet zmiennosci (Frey, 1986; Chrzastek i in., 2004). Jednocze$nie A. sterilis stanowi duzg
rezerwe roznorodnosci genetycznej dla owsa zwyczajnego, dlatego wykorzystywany jest
w programach hodowlanych jako Zzrodto genéw warunkujgcych odpornos¢ na maczniaka
(Frey, 1986), rdze¢ koronowsa i zdzblowa (Martens i in., 1980), nicienie (Rivoal i Cook,
1993) czy herbicydy (Somody i in., 1984). A. sterilis moze by¢ réwniez dawcg genow
warunkujgcych wysoka zawarto$¢ bialka (Takeda i Frey, 1977) i ttuszczu (Thro i Frey,
1985) w ziarnie, a takze odpowiedzialnych za wysoki potencjal plonowania (Takeda i Frey,
1977).

Genotypy Avena sterilis pochodzace ze §wiatowych kolekcji byty zaledwie kilkakrotnie
obiektem analiz molekularnych. Goffreda i wsp. (1992) oceniali polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcyjnych w 173 probach A. sterilis pochodzacych z 9 krajow Afryki i
poludniowo-wschodniej Azji. Phillips i wsp. (1993) okreslili podobienstwo genetyczne
1005 genotypow A. sterilis z kolekcji US NSGC (United States National Small Grain
Collection) na podstawie zréznicowania izoenzymow dla 23 systemow enzymatycznych.
Heun i wsp. (1994) za pomoca markeréw RAPD i izoenzymow analizowali zréznicowanie
24 form A. sterilis pochodzacych z kolekcji US NSGC. Zohu i wsp. (1999) wykorzystujac
metodg RAPD ocenili podobienstwo genotypow A. sterilis o zrdbznicowanym pochodzeniu
oraz udziat A. sterilis w ewolucji gatunkéw uprawnych. Fu i wsp. (2007) podj¢li probe
oceny zrdznicowania genetycznego 369 form A. sterilis z kolekcji PGRC (Plant Gene
Resources of Canada) pochodzacych z 26 krajow za pomocg systemu SSR.

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) jest metoda oparta na PCR, a amplifikacji
podlegaja fragmenty DNA pomiedzy powtdrzeniami mikrosatelitarnymi polozonymi w
odleglosci nie wigkszej niz ok. 2000pz (Zigtkiewicz i in., 1994). Metoda ta, z uwagi na
wysokie temperatury przylaczania starteréw, jest wysoce powtarzalna. Ponadto markery
ISSR, podobnie jak sekwencje mikrosatelitarne, z ktorymi sgsiaduja sa réwnomiernie
roztozone w genomie (Predeep-Reddy i in., 2002). Metode ISSR wykorzystano
kilkakrotnie do analizy gatunkéw z rodzaju Avena. De Souza i wsp. (2005) uzyli tej metody
do oszacowania zrdznicowania genetycznego mutantdow A. sativa oraz identyfikacji
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regionéw genomu zwigzanych z wrazliwoscig badz tolerancyjno$ciag na kwasy organiczne
bedace produktami rozktadu materii organicznej. Tanhuanpaa i wsp. (2006) wykorzystali
te metode w celu identyfikacji markera dla genu kartowato$ci Dw6. Paczos-Grzegda i wsp.
(2006) przeprowadzili analiz¢ polimorfizmu markeréw ISSR u 12 mieszancéw F; 10
réznych kombinacji 4. sativa x A. maroccana oraz 2 kombinacji 4. sativa x A. murphyi i
potwierdzili mieszancowy charakter badanych form. Natomiast Paczos-Grzeda (2007)
ocenita podobienstwo genetyczne wybranych polskich odmian 4. sativa. ISSR byla
rowniez jedng z metod wykorzystanych do konstrukcji mapy sprzgzen heksaploidalnego
owsa na bazie podwojonych haploidow (Tanhuanpaa i in., 2008).

W celu okreslenia poziomu zréznicowania genetycznego form A. sterilis wykorzy-
stywanych do krzyzowan majacych na celu poszerzenie zmiennosci uprawnych form owsa
przeprowadzono analize¢ polimorfizmu markeréw ISSR 27 wybranych genotypow.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito 27 genotypow A. sterilis (tab. 1) pochodzacych z roznych
rejonéw $wiata, a sprowadzonych z czterech bankow gendw: National Small Grain
Collection, Aberdeen w USA, Plant Gene Resources of Canada, Saskatoon w Kanadzie,
Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Gatersleben w
Niemczech, Krajowego Centrum Roslinnych Zasobéw Genowych (KCRZG), Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Radzikowie.

Izolacje DNA przeprowadzono metodg Milligana (1992). DNA kazdego genotypu
izolowano w dwoch powtorzeniach. Jedno powtorzenie stanowity fragmenty koleoptyle
15-20 siewek. Reakcje amplifikacji przeprowadzono zmodyfikowang metodg Zigtkiewicz
1 wsp. (1994). W metodzie ISSR w sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 15 pL
wchodzity: 1 x bufor do PCR (75 mM Tris-HCI pH 8,8; 20 mM (NH4)2SO4, 0,01% Tween
20) (Fermentas, Litwa); 160 uM kazdego dNTP; 5,3 pM startera; 1,3 mM MgCl,; 0,4 mM
spermidyny, 80 ng genomowego DNA; 0,5 U Taq DNA Polymerase (Fermentas, Litwa).
Zastosowano nastepujacy profil termiczny: wstepna denaturacja przez 7 min. w 95°C, 38
cykli: denaturacja 95°C — 30 s, przytaczanie starterow: trzy pierwsze cykle 54°C —45s,
trzy kolejne cykle 53°C — 45 s i 32 cykle 52°C — 45 s, wydtuzanie starterow 72°C — 2
min., z koncowa inkubacja 7 min. w 72°C. Produkty reakcji rozdzielano w 2,5 % zelu
agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE (89 mM Tris-boran, 2,5 mM EDTA). Zele
fotografowano wykorzystujac system dokumentacji zeli PolyDoc.

Na podstawie polimorfizmu markeréw ISSR okreslono podobienstwo genetyczne SI
(similarity index) pomiedzy parami wszystkich badanych genotypéw zgodnie z formutla
Dice’a (Nei i Li, 1979). Obecno$¢ lub brak prazka traktowano jako pojedyncza ceche
i przypisywano mu odpowiednio wartos¢ 1 lub 0. W oparciu o matryc¢ SI wykonano
analiz¢ skupien metodg $rednich potaczen UPGMA (unweighted pair group method with
arithmetic average) stosujac program NTSYS-pc 2.10q. (Rholf, 2001). W celu dokonania
oceny wartosci zastosowanego systemu markerowego obliczono wspoétczynnik informacji
o polimorfizmie PIC (polymorphism information content) zgodnie z zatozeniami Powell 1
wsp. (1996). Okreslono rowniez indeks efektywnosci metody (AEI — Assay Efficiency
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Index) (Pejic 1 in., 1998) AEI = BP/T, gdzie BP jest catkowita liczba uzyskanych
polimorficznych fragmentdéw, za$§ T liczbg zastosowanych starterow.

Tabela 1
Pochodzenie badanych genotypéw Avena sterilis L.
Origin of the analysed Avena sterilis L. genotypes
Oznaczenie genotype Bank genow Pochodzenie Rok wprowadzenia do kolekcji
Genotype description Genebank Origin Year of introduction into collection

51565 IHAR —
AVE 1373 IPK Witochy —
AVE 1561 IPK Cypr 1977
AVE 1935 IPK Ukraina —
AVE 2068 IPK Wiochy 1981
AVE 2116 IPK Liban 1981
AVE 2122 IPK 1981
AVE 2532 IPK Tadzykistan 1983
AVE 2562 IPK Wielka Brytania —
AVE 283 IPK Grecja 1942
AVE 531 IPK Wiochy 1950
AVE 941 IPK Izracl —
Clav 8295 NSGC 1966
CN 20304 PGRC 1990
CN 20321 PGRC Svri 1990
CN 20322 PGRC yna 1990
CN 20328 PGRC 1990
CN 24397 PGRC Gruzja 1990
CN 25677 PGRC 1990
CN 25717 PGRC Portugalia 1990
CN 26025 PGRC 1990
PI1287211 NSGC 1963
PI378811 NSGC 1973
PI 378859 NSGC Lzracl 1973
P1379677 NSGC 1973
PI 380064 NSGC 1973
PI 380125 NSGC 1973

NSGC — National Small Grain Collection, Aberdeen, USA

PGRC — Plant Gene Resources of Canada, Saskatoon, Kanada

IPK — Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben, Niemcy
IHAR — Krajowe Centrum Roslinnych Zasobow Genowych (KCRZG), IHAR w Radzikowie

WYNIKI I DYSKUSJA

W reakcjach przeprowadzonych dla 27 genotypow A. sterilis z 10 wyselekcjonowanymi
starterami ISSR wuzyskano tacznie 148 fragmentow DNA, z ktorych 105 bylo
polimorficznych. Wielko$¢ amplikonow wahata si¢ od 180 do 1800 pz, za$ produkty
polimorficzne miaty dtugos¢ od 260 do 1780 pz. Pojedynczy starter inicjowat amplifikacje
od 11 dla SR-27 do 19 produktow dla SR-11, $rednio na starter przypadato 14,8
amplifikowanych fragmentow (tab. 2). Liczba prazkéw polimorficznych wynosita od 7 dla
SR-27 do 15 dla SR-1 i SR-11. Srednio kazdy starter uczestniczyt w amplifikacji 10,5
polimorficznych odcinkéw DNA, stad indeks efektywnosci metody AEI przyjat wilasnie
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takg warto§¢. Heun i wsp. (1994) stosujac 21 starterow RAPD dla 24 genotypow A. sterilis
uzyskali 177 fragmentow, sposrod ktorych 115 bylo polimorficznych. Wartos¢ AEI byta
nizsza, anizeli uzyskana w badaniach wtasnych i wyniosta 5,5. Zhou i wsp. (1999) uzyskali
248 polimorficznych prazkow przy zastosowaniu 35 starterow RAPD dla 96 genotypow A.
sterilis, a indeks AEI osiagnat wartos¢ 7,0. Wydajno§¢ metody RFLP w badaniach
Goffreda i wsp. (1992) byla jeszcze nizsza, a indeks AEI przyjat warto§¢ 5,0. Fu i wsp.
(2007) wykorzystali do analiz 26 par starterow SSR identyfikujacych 125 alleli, a indeks
efektywnosci metody wyniost zaledwie 4,8. Mozna wigc stwierdzi¢, Zze najbardziej
efektywna metodg do analizy zr6znicowania genetycznego A. sterilis jest zastosowana w
niniejszej pracy ISSR.

Tabela 2
Charakterystyka polimorfizmu identyfikowanego metoda ISSR
Characteristic of the polymorphism identified by the ISSR methods
Liczba produktéw Liczba profili
Starter Products number PIC Number of profiles
Primer catkowita polimorficznych | specyficznych catkowita specyficznych
total polymorphic specific total specific

SR 1 17 15 0 0,52 21 16
SR 6 14 9 4 0,98 9 5
SR 11 19 15 2 0,67 22 18
SR 14 16 11 1 0,76 19 14
SR 16 14 10 1 0,75 15 9
SR 17 16 10 3 0,75 16 9
SR 22 13 8 1 0,67 17 16
SR 23 13 9 2 0,83 17 13
SR 27 11 7 0 0,82 17 10
SR 28 15 11 1 0,67 21 16
Suma
Total 148 105 15 — 174 126
Srednio/starter 14,8 10,5 1,5 0,74 17,4 12,6

Average per primer

Wartos¢ PIC dla poszczegolnych starteréw ISSR wahata si¢ od 0,52 do 0,99, zas $rednio
wyniosta 0,74 (tab. 2). Powell i wsp. (1996) poréwnujac wydajnos¢ kilku systemow
markerowych u soi (AFLP, RAPD, RFLP oraz SSR) stwierdzili, podobnie jak wielu innych
autorow, ze wspotczynnik PIC przyjat najwyzszg warto$¢ dla metody SSR (0,60). SSR jest
wigc postrzegana jako metoda najbardziej efektywna w identyfikacji polimorfizmu. Li i
wsp. (2000) stosujac zaprojektowane dla owsa startery SSR dla 12 gatunkéw z rodzaju
Avena uzyskali $rednig wartos¢ PIC 0,57 (0,28-0,79), za$ dla 20 odmian Avena sativa 0,51
(0,10-0,85). Analizujac startery SSR zaprojektowane dla jeczmienia ci sami autorzy dla
gatunkow z rodzaju Avena oszacowali warto$¢ PIC na 0,55 (0,31-0,77), za$ dla odmian na
0,38 (0,15-0,51). Réwnie wysoka, jak w badaniach wlasnych, warto$¢ wspotczynnika PIC
uzyskali Spada i wsp. (2004) u ryzu. Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna
stwierdzi¢, ze metoda ISSR jest konkurencyjna w stosunku do SSR.

Osiem wykorzystanych w badaniach starterow inicjowato synteze 15 produktow
specyficznych wylacznie dla pojedynczych genotypdéw. Obecnos¢ 3 produktow specy-
ficznych stwierdzono u genotypu CN 24397 (GRU), za§ po 2 takie produkty byly
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amplifikowane u PI 378811 (ISR), AVE 1561 (CYP) oraz CN 20304 (SYR). Wymienione
genotypy posiadajg wigc unikalne sekwencje DNA nieobecne u pozostalych form.
Wskazuje to na ich odmienno$¢ od reszty badanych genotypow.

Graham i wsp. (1996) wyniki oceny genetycznego pokrewienstwa 8 odmian truskawki
uzyskane za pomocg metody RAPD przedstawili w postaci matrycy prazkow. Matryca ta
zostata utworzona z profili fragmentow DNA amplifikowanych w obecnosci poszczegdl-
nych starterow dla kazdego z genotypow. Profile zebrane razem stworzyly swoisty
fingerprint kazdej z badanych odmian i umozliwily wlasciwg i wiarygodna identyfikacje.
W niniejszej pracy polimorfizm markeréw ISSR badanych genotypow A. sterilis rowniez
zapisano w postaci profili, a nastepnie ztozono w matrycg¢ prazkow. Pojedynczy starter
inicjowat amplifikacj¢ produktow, ktore tworzyty od 9 (SR-6) do 22 (SR-11) odmiennych
profili, w tym od 5 do 18 specyficznych wylacznie dla jednego genotypu (tab. 2).
Zidentyfikowano w sumie 174 profile, z ktorych 126 byto specyficznych. Srednio na kazdy
genotyp przypadalo 4,7 profili specyficznych. Najwigcej, bo az 9 profili specyficznych
stwierdzono dla CN 25677 (PRT) oraz CN 20304 (SYR). Siedem takich profili pojawito
sie¢ u CN 24397 (GRU) oraz AVE 1561 (CYP). Genotypy te mozna wigc uznaé za
najbardziej odmienne od pozostatych. Najmniej profili specyficznych, jedynie po 2,
stwierdzono u genotypow: P1 378811 (ISR), AVE 531 (ITA) oraz Clav 8295 (ISR). Na tej
podstawie mozna wnioskowac¢, ze wymienione genotypy sg bardzo podobne do reszty
analizowanych form.

Heun i wsp. (1994) stwierdzili, ze odréznienie wszystkich badanych form A. sterilis
byto mozliwe na postawie specyficznych profili markerow RAPD otrzymanych dla 21
starter6w oraz izoenzymow uzyskanych dla 29 systeméw enzymatycznych. W prezen-
towanych badaniach analiza profili wykazata, ze pojedynczy starter ISSR nie umozliwia
identyfikacji wszystkich badanych genotypéw. Jednakze zastosowanie tylko jednej z 18
(na 45 mozliwych) kombinacji par starter6w pozwala na identyfikacj¢ kazdego z badanych
genotypow.

Na podstawie polimorfizmu markerow ISSR okreslono podobienstwo genetyczne (SI)
pomiedzy parami wszystkich badanych genotypow zgodnie z formula Dice’a.
Podobienstwo genetyczne analizowanych genotypoéw wahato si¢ od 0,512 pomigdzy AVE
2532 1 AVE 2116 do 0,878 pomiedzy CN 26025 i AVE 531, a $rednio wynosito 0,715.
Przyjmuje sie, ze im mniejsze podobienstwo genetyczne pomiedzy formami
rodzicielskimi, tym wigksze mozliwosci uzyskania mieszancow o bardziej korzystnych
wlasciwosciach (Cox 1 Murphy, 1990). Wartosci wspodtczynnikow podobienstwa
genetycznego §wiadcza o duzym zréznicowaniu genotypdw A. sterilis przeznaczonych do
krzyzowan i pozwalaja przypuszczaé, ze prowadzone krzyzowania znacznie poszerza pulg
genetyczng wykorzystywang w hodowli nowych odmian owsa zwyczajnego.

W oparciu o matryce SI wykonano analize skupien metoda UPGMA. Na dendrogramie
(rys. 1.) wyodrebniono jedng gtowna grupe skupien obejmujaca 12 obiektow oraz 4
mniejsze. Grupa gléwna obejmuje 3 podgrupy, z ktérych dwie skupiaja wylacznie
genotypy z lzraela, charakteryzujace si¢ najmniejszym zrdéznicowaniem genetycznym.
Kilka genotypdw nie tworzy skupienia z zadng z wymienionych grup.
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Rys. 1. Dendrogram genotypow A. sterilis L. uzyskany metoda UPGMA w oparciu o markery ISSR
Fig. 1. UPGMA dendrogram of the A. sterilis L. genotypes based on the ISSR markers

Na obrzezach dendrogramu znajduje si¢ genotyp CN 20303 pochodzacy z Syrii, sprowa-
dzony z banku genoéw w Saskatoon. Charakteryzuje si¢ on najmniejszym sposrod badanych
form podobienstwem genetycznym do wszystkich pozostalych genotypoéw. Fu i wsp.
(2007) zaobserwowali, ze najwigkszym zroznicowaniem genetycznym charakteryzowaly
si¢ genotypy skolekcjonowane w Grecji, Liberii i Wtoszech, podczas gdy formy z Egiptu,
Gruzji, Etiopii, Gibraltaru i Kenii byty najbardziej odmienne od form pochodzacych z
innych krajéw. Autorzy nie zaobserwowali wspolnej klasteryzacji obiektow pochodzacych
z tych samych rejonow geograficznych. Goffreda i wsp. (1992) wykazali, Ze genotypy A.
sterilis pochodzace z regionu Iran-Irak odbiegaja od pozostatych form i charakteryzujg si¢
stosunkowo duzym zrdéznicowaniem. Autorzy stwierdzili rowniez, ze genotypy z innych
krajow, migdzy innymi z Syrii i Izraela, grupowaly si¢ razem i cechowalo je najwicksze
wzajemne podobienstwo. W badaniach wlasnych takze zaobserwowano, ze genotypy z
Izraela charakteryzujg si¢ wysokim podobienstwem genetycznym.

WNIOSKI

1. Wartosci wspotczynnikow podobienstwa genetycznego okreslone na podstawie
polimorfizmu markeréow ISSR, §wiadcza o duzym zrdznicowaniu genotypow Avena
sterilis L. przeznaczonych do krzyzowan. Na podstawie uzyskanych wynikow za
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genotypy najbardziej odmienne od pozostalych mozna uzna¢: CN 25677 (PRT), CN
20304 (SYR) i CN 24397 (GRU).

2. Metoda ISSR jest wysoce efektywna, identyfikuje wysoki polimorfizm i moze by¢ z
powodzeniem stosowana do oceny zroznicowania genetycznego w obrebie Avena
sterilis L.
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