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Analiza podobienstwa genetycznego wybranych
gatunkow w rodzaju Secale

The analysis of genetic similarity among Secale species

Przedmiotem badan byta analiza podobiefistwa genetycznego form dzikich zrodzaju Secale.
Materiatem ro$linnym byty gatunki zyta: Secale cereale subsp. afghanicum, Secale cereale subsp.
dighoricum, Secale cereale subsp. segetale, Secale strictum subsp. africanum. Secale strictum subsp.
anatolicum, Secale strictum subsp. ciliatoglume, Secale strictum subsp. kuprijanovii, Secale strictum,
Secale sylvestre oraz Secale vavilovii. Analiza prazkow RAPD pozwolita na wytypowanie starterow
generujacych polimorficzne prazki, pozwalajace zréznicowa¢ badane gatunki i podgatunki z rodzaju
Secale. Przeprowadzone badania pozwolity na podziatl roslin na trzy grupy o rdéznym stopniu
podobienstwa genetycznego. Wieloletnie gatunki z rodzaju Secale utworzyty jedna grupe podobien-
stwa, a gatunki jednoroczne dwie grupy, w ktorych podobienstwo wynosito od 11 do 21%.

Stowa kluczowe: markery RAPD, podobienstwo genetyczne, zyto

The aim of this study was the analysis of genetic similarity among Secale species. The plant
material included: Secale cereale subsp. afghanicum, Secale cereale subsp. dighoricum, Secale
cereale subsp. segetale, Secale strictum subsp. africanum, Secale strictum subsp. anatolicum, Secale
strictum subsp. ciliatoglume, Secale strictum subsp. kuprijanovii, Secale strictum, Secale sylvestre
and Secale vavilovii. Based on the RAPD (random amplified polymorphic DNA) analysis primers
generating polymorphic products were selected, which made possible to differentiate species and
subspecies of Secale. Three groups of the Secale species were distinguished according to the different
degree of genetic similarity. Perennial species were classified in one group of similarity, and annual
species in two groups, in which the similarity ranged from 11 to 21%.
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WSTEP

Molekularne systemy markerowe umozliwiaja ocen¢ zroéznicowania genetycznego
w dowolnej populacji roslinnej, oraz pomigdzy oddalonymi jednostkami systema-
tycznymi we wszystkich stadiach wzrostu i rozwoju rosliny niezaleznie od warunkéw
srodowiskowych oraz przy braku oddziatywan epistatycznych (Wolko iin., 1999;
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Kubicka i Lewandowska, 2003). Ocena réznorodno$ci genetycznej wewnatrz i pomigdzy
populacjami danego gatunku jest bardzo istotna dla programéw hodowlanych.
Najprostsza w wykonaniu technika pozwalajaca na szybkie wykrycie roznic
w sekwencji DNA na obszarze calego genomu jest metoda RAPD wykorzystujaca
polimorfizm losowo amplifikowanych fragmentow DNA (Kuczynska i in., 2003).
Celem badan byla analiza podobienstwa genomow na poziomie molekularnym
w gatunkach z rodzaju Secale sp.

MATERIAL I METODY

Materialem roslinnym byly dzikie gatunki zyta pochodzace z kolekcji prowadzonej
w Ogrodzie Botanicznym — Centrum Zachowania Réznorodnosci Biologicznej PAN
w Warszawie: Secale cereale subsp. afghanicum, Secale cereale subsp. dighoricum,
Secale cereale subsp. ancestrale, Secale cereale subsp. segetale, Secale strictum, Secale
strictum subsp. africanum. Secale strictum subsp. anatolicum, Secale strictum subsp.
ciliatoglume, Secale strictum subsp. kuprijanovii, Secale sylvestre oraz Secale vavilovii.

Otrzymywanie markeréw molekularnych RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA)

Genomowy DNA izolowano zmodyfikowana metoda Thompsona i Henry’ego (1995)
z prob zbiorczych 30 siewek kazdego gatunku. Fragmenty lisci o powierzchni 2 mm? z 10
dniowych siewek zyta traktowano 200 ul buforu TPS o sktadzie: 100 mM Tris HCI o pH
9,5; 1 M KCI; 10 mM EDTA. Inkubacjg przeprowadzono w probéwkach Eppendorfa,
w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez 15 minut.

Reakcje tancuchowa polimerazy (PCR) przeprowadzono w objgtosci 12,5 ul
mieszaniny o sktadzie: woda dejonizowana; 1M Tris HCl o pH 8,3; 25 mM MgCl,; BSA;
2mM dNTP; starter-Spmoli/ul; Taq polimeraza-5U/ul, ekstrakt DNA-25 ng/ul. Taq
polimeraza pochodzita z firmy MBI-Fermentas, pozostate odczynniki pochodzity z firmy
SIGMA. Amplifikacje DNA przeprowadzono za pomoca termocyklera T3 BIOMETRA
firmy POLYGEN. Po wyjeciu prob z termocyklera do kazdej z nich dodano 1pul barwnika
(0,25% biekit bromofenolowy; 40% sacharoza; woda dejonizowana)

Elektroforeze produktéw amplifikacji przeprowadzono w 1,5% zelu agarozowym
z dodatkiem 1 pl bromku etydyny.

Wspotczynniki podobienstwa genetycznego (GS) badanych gatunkéw obliczono

2nyy
gdzie n,, oznacza liczbg alleli obecnych zaréwno u gatunku X jak iu gatunku vy,
ny— liczbg alleli obecnych u gatunku X i ny — liczbg alleli obecnych u gatunku y.

korzystajac ze wzoru (Nei i Li, 1979):GS =

WYNIKI

Sposréd 70 testowanych starterow oligonukleotydowych 13 generowato wysoki poli-
morfizm prazkowy, ktéry pozwolil na okreslenie podobienstwa genetycznego pomigdzy
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badanymi liniami zyta. Startery, ich sekwencje nukleotydowe oraz liczbe produktéw
amplifikacji zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1
Startery i ich sekwencje nukleotydowe tworzace polimorfizm w gatunkach z rodzaju Secale sp.
Sequences of primers detecting polymorphism of Secale sp.

Numer startera Sekwencja nukleotydowa Liczba p roduktow ampllﬁkaq !
Primer No. Sequences 5°-3” of primers - The number of ampllﬁ({atlon products -
ogdtem — total | Polimorficzne — polymorphic
OPA04 AATCGGGCTG 7 6
OPAO07 GAAACGGGTG 7 4
OPA09 GGGTAACGCC 10 10
OPA10 GTGATCGCAG 8 7
OPAI12 TCGGCGATAG 6 6
OPBO08 GTCCACACGG 8 8
OPB10 CTGCTGGGAC 10 8
OPBI11 GTAGACCCGT 8 7
OPB17 AGGGAACGAG 5 3
OPD04 TCTGGTGAGG 6 6
OPG10 AGGGCCGTCT 8 7
OPJ04 CCGAACACGG 6 6
OPJ15 TGTAGCAGGG 8 7
Ogotem — Total 97 85
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Numery Sciezek odpowiadaja: Paths in order respond to the following species:
1 —S. cereale afghanicum, 2 — S. cereale ancestrale, 3 — S. cereale segetale, 4 — S. sylvastrae 5 — S. anatolicum,
6 — S. ciliatoglume, 7 — S. kuprianovii, 8 — S. strictum 6038, 9 — S. africanum 10 — S. vavilovii,
11 — S. dighoricum 17785, 12 — S. dighoricum 5687, W — Wzorzec;-Standard 1 KB DNA Ladder.
Rys. 1. Elektroforegram polimorfizmu produktéw amplifikacji DNA wykonany technika RAPD — PCR
z zastosowaniem startera OPB 10 o sekwencji: 5 CTGCTGGGAC 3°.
Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of DNA fragments obtained by RAPD amplification with the primer
OPB 10 with sequence 5> CTGCTGGGAC 3’

67



Zbigniew Broda ...

Jeden starter $rednio generowal 7 rdéznej wielkosci fragmentow DNA. Najwigksza
liczbe prazkéw (10) otrzymano w reakcji ze starterami: OPA 09 oraz OPB 10 (rys. 1).
Najmniejsza liczbe prazkéw (6) uzyskano ze starterami OPA 12 oraz OPJ 04.
Zamieszczone w niniejszej pracy startery daly ogdétem 97 fragmentéw o réznej masie
czasteczkowej, asposrod nich 12 stwierdzono u wszystkich badanych gatunkéw
z rodzaju Secale.

Analiza dendrogramu UPGMA (Unweighted Pair Group Method of Aritmetic Means)
(rys. 2) wykreslonego na podstawie indeksu podobienstwa pozwolita na okreslenie
dystansu genetycznego pomig¢dzy badanymi gatunkami zyta. Dendrogram wskazuje na
obecnos$¢ trzech glownych grup skupien.

0 B0 0% A 0% 0% 01 D%0%
& afghanicum
CGrrupa 1 ) & splvastrae
Groupl & ancastrals
| Sspefale
& anatolicum
& kuprifanowvi ’L
Grupa 2 4 & strictum }_
Group 2 & gfticanum
| & cilinfoglume
& vavilov
Grrupa 3 & dighoricum (17785) W—
Grom 3 A dighoricum (S687)

Rys. 2 Dendrogram przedstawiajacy podobienstwo genetyczne pomigdzy analizowanymi obiektami
Fig. 2. Dendrogram showing relationships of the genetic similarity among the analyzed objects

Podobienstwo w pierwszej grupie, do ktorej zaliczono trzy podgatunki S. cereale oraz
S. sylvastre wynosito od 14% do 21%. Najwigksza druga grupe stanowily gatunki S.
strictum oraz S. strictum subsp. africanum, anatolicum, kuprijanovii, oraz ciliatoglume.
Wszystkie gatunki z drugiej grupy zalicza si¢ do ro$lin wieloletnich. W grupie tej
podobienstwo pomigdzy S. strictum iS. africanum wynosito 29%. Grupg trzecia
stanowily jednoroczne gatunki: S. dighoricum oraz S. vavilovii podobne do siebie pod
wzgledem genetycznym w granicach 11-17%.

DYSKUSJA

Problem ograniczonej zmiennosci genetycznej odmian populacyjnych zyta wskazuje
na konieczno$¢ poszerzenia zmiennosci genetycznej dla dalszego doskonalenia odmian.
Jedna z mozliwo$ci rozwiazania tego problemu jest wykorzystanie dzikich podgatunkéw
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zyta jako komponentow w krzyzowaniach oddalonych z zytem uprawnym Secale cereale
ssp. cereale oraz otrzymanie mieszancow oddalonych. Gatunkami posiadajacymi geny
odpornosci na rdze brunatna imaczniaka sa Secale montanum iS. kuprijanovi
(Kobyljanski i Solodukhina 1996, Wehling iin., 2003), a gatunki S. sylvestre, S.
anatolicum i S. vavilovii wykorzystuje si¢ w hodowli odmian odpornych na wyleganie
i porastanie (Rzepka, 1993). Dzikie gatunki zyta moga postuzy¢ do polepszania takich
cech jak zimotrwato$¢, zawarto$¢ biatka w ziarnie czy dlugos¢ zdzbta (Kobyljanski,
1987; Mackiewicz i Broda, 2004). Wigksza ilo$¢ informacji o dzikich gatunkach zyta,
wtym oich podobienstwie genetycznym zwicksza mozliwo$¢ ich praktycznego
wykorzystania do tworzenia nowych odmian.

Technika RAPD jest jedna z prostszych metod stosowanych w ocenie zr6znicowania
genetycznego 1 z powodzeniem byta wykorzystywana w badaniach ro$lin uprawnych,
w tym zbo6z (Cao i in., 1999; Masojé¢, 2000; Kuczynska i in., 2001; Myskow i in., 2001;
Milczarski iin., 2001; Persson iin., 2001; Fernandez i in., 2002; Drossou i in., 2004).
Markery RAPD okazaly si¢ uzyteczne do badania podobienstwa genetycznego odmian
i ekotypow Secale cereale rosnacych na terenach Europy, Ameryki Poénocnej
i Potudniowej oraz Azji (Matos i in., 2001; Ma i in., 2004; Cwiklinska, 2007).

W badaniach wtasnych relacje dystansu genetycznego wskazuja na oddzielna grupe
podobienstwa dla podgatunkéw wieloletnich: Secale africanum, anatolicum,
ciliatoglume, kuprijanovii istrictum nalezacych do gatunku S strictum. Podobnie
Chikmawati i wsp. (2005) badajac podobienistwo genetyczne w rodzaju Secale sp. przy
uzyciu marker6w AFLP zaobserwowali osobne zgrupowanie form rocznych oraz
wieloletnich. Z kolei analiza sekwencji powtdrzonych DNA wrodzaju Secale
przeprowadzona przez Cuadrado i Jouve (1997) za pomoca fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ wykazata, ze gatunki wieloletnie oraz obcopylne gatunki zrodzaju Secale sp.
tworza jedna grupe. Dalsze badania przeprowadzone przez tych badaczy sugeruja, ze
duze zréznicowanie w lokalizacji sekwencji (AAC)s oraz (AAG)s pomigdzy S. sylvestre
oraz reszta gatunkow $wiadczy o wezesnym oddzieleniu sig S. sylvestre od S. strictum.
W badaniach wiasnych gatunek S. sylvestre znajduje sie w jednej grupie podobienstwa
z trzema podgatunkami S. cereale, natomiast grupa ta jest w 14% podobna do drugiej
grupy podobienstwa, ktora stanowity gatunki S. strictum.

Analiza dystansu genetycznego 42 odmian zyta przeprowadzona przez Ma i wsp.
(2004) ukazata wyrazny podzial na formy jare iozime a wnich na grupy skupien
odpowiadajace terytorialnemu pochodzeniu nasion. Scisty podziat na takie grupy
w zaleznosci od pochodzenia nasion w przypadku badan wlasnych nie jest obserwowany.

Badane gatunki w rodzaju Secale sp. zebrane zostaly w réznych miejscach Europy
i Azji Srodkowej, z wyjatkiem S. vavilovii, ktérego miejscem pochodzenia jest Iran. S
vavilovii zostat szybko oddzielony od pozostalych gatunkéow zrodzaju Secale sp.
(Cuadrado i Jouvet, 2002). W badaniach wiasnych S. vavilovii znalazt sie w jednej grupie
podobienstwa z dwoma gatunkami S dighoricum pochodzacymi ze Szwecji i Rosji.
W badaniach Chikmawati i wsp. (2005) przy uzyciu techniki AFLP gatunki S dighoricum
pochodzity z terenu Polski, a S. vavilovii z obszaru Polski i Afganistanu, a podobienstwo
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pomigdzy tymi gatunkami wynosito 30%, podczas gdy w przypadku wynikéw wilasnych
wynosi ono tylko 11%.

WNIOSEK

Przeprowadzone badania za pomoca markeré6w molekularnych typu RAPD wykazaty
ze, wieloletnie gatunki Secale strictum (S. strictum, S. s. africanum. S. s.. anatolicum, S.
s. ciliatoglume, S. s. kuprijanovii) tworza odrgbna grupg podobienstwa a gatunki jedno-
roczne dwie grupy (S. c. afghanicum, S. ¢ ancestrale, S. c. segetale, S. sylvestre oraz S.
dighoricum i S. vavilovii) co dowodzi o rdznej filogenezie tych gatunkow.
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