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Polimorfizm markeréw STS 1 SSR w obr¢bie
linit wsobnych zyta*
Polymorphism of STS and SSR markers in rye inbred lines

Dwadziescia pig¢ markerow STS oraz dwanascie markerow mikrosatelitarnych (SSR) zostato
wykorzystanych do oceny genetycznego zréznicowania w obrgbie 15 linii wsobnych zyta.
Polimorficzne fragmenty DNA zidentyfikowano w obrgbie dwudziestu loci STS 1 jedenastu SSR. Oba
systemy markerowe okazaly si¢ by¢ skuteczne przy rozroznianiu badanych genotypow zyta, ale
markery SSR okazaly si¢ bardziej polimorficzne i w zwiazku z tym wydaja si¢ by¢ efektywniejsze
w identyfikowaniu poszczegolnych linii. Poziom genetycznego zréznicowania oceniony na podstawie
wszystkich uzytych w pracy markerow miescit si¢ w granicach od 0,10 do 0,58. Dendrogram
skonstruowany w oparciu o wykryty polimorfizm markeréow STS i SSR byl zasadniczo zgodny
z danymi o pochodzeniu badanych linii.

Stowa kluczowe: markery molekularne, SSR, STS, zyto

Twenty five STS and twelve microsatellite (SSR) markers were used for the evaluation of genetic
diversity among 15 inbred lines of rye. Polymorphic DNA fragments were identified in twenty STS
and eleven SSR loci. Although both marker systems were able to discriminate the analyzed rye
genotypes, SSRs proved to be more polymorphic which makes them more prospective for taxonomic
purposes. Genetic diversity among inbred lines, assessed on the basis of all markers used in the study,
ranged from 0.10 to 0.58. Dendrogram based on STS and SSR polymorphisms was generally consistent
with the pedigree data.

Key words: molecular markers, rye, SSR, STS
WSTEP

Zyto uprawne (Secale cereale L.) nalezy do najwazniejszych gatunkéw uprawnych
w Polsce, ale w skali Swiatowej jego znaczenie gospodarcze jest raczej znikome. Stad tez
systematyczny postep badan z zakresu genetyki molekularnej, jaki obserwujemy u wielu
innych gatunkow uprawnych, w mniejszym zakresie dotyczy analiz genomu zyta.
Dodatkowym czynnikiem utrudniajagcym badania genetyczne zyta jest obcopylnosé tego
gatunku. Pomimo tego ilo$¢ dostgpnych danych o specyficznych sekwencjach genomu

* Praca dofinansowana przez AR w Szczecinie w ramach badan wtasnych BW//03/06
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zytniego systematycznie wzrasta umozliwiajac coraz szersze wykorzystanie osiagnigé
genetyki molekularnej w praktycznej hodowli.

Wykorzystanie markerow molekularnych w badaniach genetycznych i pracach
hodowlanych nad zytem (i wieloma innymi roslinami uprawnymi), zmierza w dwoch
podstawowych kierunkach. Pierwszy ma na celu opracowanie technik pozwalajacych na
identyfikowanie w ramach pojedynczej analizy wielu polimorficznych, ale czgsto
nieokreslonych pod wzgledem lokalizacji, regionéw genomu zytniego. Techniki
pozwalajgce na tego rodzaju analizy to przede wszystkim RAPD (Williams i in., 1990),
ISSR (Zietkiewicz i in., 1994), AFLP (Vos iin., 1995) czy tez opracowana w ostatnich
latach technologia DArT — Diversity Arrays Technology (Jaccoud i in., 2001). U zyta
techniki te wykorzystywane s3 glownie do okreSlania poziomu zrdéznicowania
genetycznego pomiedzy genotypami (Bednarek iin., 1999; Myskoéw iin., 2001;
Stojatowski 1iin., 2004) oraz do poszukiwania markeréw sprzezonych z waznymi
gospodarczo cechami (Borner i in., 1998; Masoj¢ i in., 1999; Miftahudin i in., 2002).

Drugi nurt prac nad markerami molekularnymi zmierza do opracowania markerow
specyficznych, o znanej lokalizacji chromosomowej, takich jak markery SSR
(mikrosatelity) i STS (sequence target site) / SCAR (sequence characterised amplified
region). Tego rodzaju markery od kilku lat opracowywane sg rowniez dla zyta (Hackauf
1 Wehling, 2002; Gonzalez i in., 2002; Stracke i in., 2003). Pod pewnymi wzgledami sg
one nieco mniej przydatne do okreslania globalnego zrdznicowania genetycznego
pomigdzy roznymi obiektami, gdyz przewaznie w ramach jednej analizy pozwalaja na
okreslenie polimorfizmu w pojedynczym locus. Tym samym catosciowa analiza staje si¢
bardziej praco- i kosztochtonna. Z drugiej jednak strony stosunkowo wysoki polimorfizm
sekwencji mikrosatelitarnych oraz ich rozproszenie po catym genomie sprawia, ze analizy
z wykorzystaniem markerow SSR dawaly dobre efekty przy probach oceny zrdznicowania
genetycznego mi¢dzy liniami wsobnymi zyta (Bolibok i in., 2005). Polimorficzne markery
SSR Iub STS, po wykazaniu ich zwigzku z waznymi gospodarczo genami mogg réwniez
sta¢ si¢ bardzo warto$ciowym narzedziem w ramach prac selekcyjnych itym samym
przyczynia¢ si¢ do przyspieszenia postepu w hodowli nowych odmian. Markery SSR sa
pod tym wzgledem szczegélnie cenione, gldéwnie z uwagi na kodominujacy charakter
dziedziczenia. Przewaznie wymagaja one jednak wykonania rozdziatu elektroforetycznego
w poliakrylamidzie. Duzo latwiejsze itansze jest wykonywanie analiz technika
charakterystyczng dla markerow STS/SCAR (rozdziat elektroforetyczny w agarozie). Tego
typu markery uwazane sg jednak za znacznie mniej polimorficzne od mikrosatelitow, co
z oczywistych wzgledow ogranicza mozliwosci wykorzystania ich w praktyce.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie poziomu polimorfizmu dostgpnych markerow
STS w poréwnaniu z markerami mikrosatelitarnymi oraz okreslenie przydatnosci obu tych
technik markerowych do oceny zrdéznicowania genetycznego pomiedzy liniami wsobnymi
Zyta ozimego.
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MATERIAL I METODY

Material roslinny

Materiat do badan stanowil zestaw pigtnastu linii wsobnych zyta o zréznicowanym
pochodzeniu (tab. 1). DNA do badan izolowano przy uzyciu zestawu Genomic Mini (A&A
Biotechnology) z lisci pobieranych w fazie krzewienia roslin. Uzyskane preparaty DNA
rozcienczano do finalnej koncentracji 15 ng/pl i w tej postaci wykorzystywano do reakcji
PCR.

Tabela 1
Pochodzenie badanych linii wsobnych zyta
Origin of analyzed inbred lines of rye
Linia wsobna Populacja wyjsciowa Hodowla gh
Inbred line Source population Breeder
541-6 KaH9 x [(MS69-8-1 x Smolickie)F;MS x KaH]FMP AR Szczecin 22
Ot1-3 Otello AR Szczecin 20
(S.kuprijanovii x Smolickie)BCs x [(MS69-8-1 x .

44-7 Smollijclgie)FzMS x KaH]F,MP AR Szczecin 20
0t0-20 Otello AR Szczecin 21
S120 LG3 x Szk10 DANKO 12
S76 LG3 x Amilo DANKO 10
711/81k [(544 x K221)F, x541]F; x 541 AR Szczecin 18
DS-2 S.dighoricum x Smolickie AR Szczecin 22
RXL10 Zeelandzkie AR Szczecin 21
L1 Petkuser Normal Univ. Hohenheim 24
153/79 541-6 x 544-7 AR Szczecin 15
620/75-1-5 Dankowskie Ztote AR Szczecin 18
S436N MatS x Dominator DANKO 6
2020LM-3 nieznana IHAR 7
51527LM nieznana THAR 7

Y Pokolenie chowu wsobnego; Generations of inbreeding

Analizy STS (sequence target site)/SCAR (sequence characterised amplified

region)

Reakcje PCR prowadzono z wykorzystaniem 25 par starterow (tab. 2) opisanych
w pracach Gonzalez i wsp. (2002), Mago i wsp. (2002, 2005) oraz Stracke i wsp. (2003),
zaprojektowanych w oparciu o dane zbazy NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genebank/-
index.html, sekwencje: AF305943, AY587500, AY587501, AY587508, AY587510,
AYS587511, AY615365, AY954973, DQ234070, DQ234071, DQ295068) lub na podstawie
niepublikowanych  rezultatdw  badan  wilasnych  (SCSz732L530,  startery:
ACGCCCAGCCCATGAGATGA/ACGCCCAGCCGTCACAGCAA; SCSz980L650B,
startery: ACGATCGCTCCGATAAATAG/ACGATCGCTCATAGAATCCA).

Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems). Mieszanina reakcyjna, o objetosci 20 ul, zawierata 15 ng DNA, 7 pmol
kazdego startera, 0,9U Taq polimerazy (MBI Fermentas), 2mM MgCl,, 70 uM dNTP,
bufor PCR zdodatkiem siarczanu amonowego (75mM Tris-HCl, pHS8.8, 20mM
(NH4)2S04, 0.01% Tween 20). Zastosowano nastepujacy profil termiczny reakcji PCR:
wstepng denaturacj¢ przez 3 min w 94°; 10 cykli: 92°przez 30 s., 65°C (-1°C/cykl) przez
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90 s., 72°C przez 60 s.; 25 cykli: 92°C przez 30 s., 55°C przez 60 s., 72°C przez 60 s.;
koncowa elongacja w 72°C przez 5 min. Produkty amplifikacji rozdzielano w 1,5% zelach
agarozowych w buforze TBE (90 mM Tris-borate, 2 mM EDTA). Zele z produktami
amplifikacji uwidocznionymi przy uzyciu bromku etydyny dokumentowano w aparacie
Fluor S Multi Imager firmy BioRad.

Analizy SSR (simple sequence repeat)

Analizy markeré6w SSR prowadzono z wykorzystaniem automatycznego sekwenatora
kapilarowego CEQ 8000, firmy Beckmann-Coulter. Zmodyfikowano w tym celu
metodyke opisang w pracy Khlestkiny 1 wsp. (2004). Sekwencja jednego ze starteréw SSR
(forward primer) w kazdej parze zostala wydluzona od strony 5’ o 17-nukleotydowa
sekwencje identyczng ze starterem M13. Mieszanina reakcyjna o ogolnej objetosci 10ul
zawierata 0,5 pmol wydluzonego startera SSR-forward, 2,5 pmol startera SSR-reverse (o
normalnej dtugosci), 1,5 pmol startera M13 wyznakowanego barwnikiem fluorescen-
cyjnym, 0,5U polimerazy typu hot-start (VivaTaq polimeraza DNA firmy Novazym), bufor
reakcyjny (70 mM Tris-HCI, pHS8.3, 16,6 mM (NH4),SO4, 2,5 mM MgCl,), 140 uM
kazdego dNTP i 15ng DNA. Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze Mastercycler
Gradient (Eppendorf) wedlug nastepujacego profilu temperaturowego: wstegpna
denaturacja w 95°C przez 15 min.; 5 cykli: 94°C przez 30 s., 60°C (-1°C/cykl) przez 60 s.,
72°C przez 60 s.; kolejne 5 cykli: 94°C przez 30 s., 68°C (-1°C/cykl) przez 60 s., 72°C
przez 60 s.; nastgpnych 28 cykli: 94°C przez 30 s., 48°C przez 45 s., 72°C przez 60 s.;
koncowa elongacja w 72°C przez 10 min. Uzyskane produkty amplifikacji mieszano
z zawierajacym formamid roztworem Sample Loading Solution (Beckman-Coulter)
i rozdzielano w obecnosci wzorca masowego CEQ DNA Standard 400. Do analizy
fragmentow wykorzystywano standardowe oprogramowanie aparatu CEQ 8000. Wielkosci
uzyskanych produktow amplifikacji podane w niniejszej pracy zostaly pomniejszone
w poréwnaniu  z danymi uzyskanymi =z analizy fragmentéw o 17 nukleotydoéw
stanowigcych wydtuzong czeg$¢ startera SSR-forward. W pracy uzyto 12 markeréw SSR
pochodzacych z BAZ Database of Secale cereale Microsatelites (SCM) udostepnione;j
przez Institut fiir Landwirtschaftliche Kulturen, Gross Liisewitz, Niemcy (www.bafz.de),
ktorych lokalizacja chromosomowa zostata podana przez Hackaufa i Wehlinga (2003).

Analiza danych

Dla kazdego z markeréw uzytych w niniejszej pracy obliczono wedlug podanego
ponizej wzoru, wartos¢ wspotczynnika PIC (polymorphic information content) informu-
jacego o przydatnosci danego markera do rozrézniania badanych genotypow (Powell i in.
1996).

PIC=1-p}
i=l
gdzie p; oznacza czgstotliwos¢ wystgpowania i-tego allela.
Dla analizowanych linii wsobnych zyta obliczono réwniez wspolczynniki
zréznicowania genetycznego przy zastosowaniu rownania Neia (Nei i Li, 1979) oraz
wykreslono metodg UPGMA dendrogram ilustrujacy zaobserwowane relacje. Konstrukcje
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dendrogramu wykonano przy uzyciu programu NTSYS-pc v.2.20j (Applied Biostatistics
Inc.).

WYNIKI

Wigkszo$¢ zuzytych markerow STS pozwalata na amplifikacje pojedynczych,
specyficznych fragmentow DNA, a ewentualny polimorfizm w obregbie tych markerow
wynikal z obecnosci alleli ,,null”, czyli braku amplifikacji danego fragmentu STS
u niektorych genotypow. Sposrod dwudziestu pigciu par starterow STS uzytych do analiz
srednio co pigty nie ujawnial polimorfizmu w obrebie testowanych genotypow zyta (tab.
2). Wséréd pozostatych markeréw dwa: IB267 z chromosomu 1R i OPO10_896 o nieznane;j
lokalizacji generowatly produkty amplifikacji tylko u pojedynczych linii wsobnych. Tym
samym ich zdolno$¢ do rozrézniania genotypow zyta mierzona warto$cig wspotczynnika
PIC byla bardzo niska. Najlepsza zdolnoscia do identyfikowania réznic pomiedzy
genotypami charakteryzowata si¢ grupa czterech markerow: iag95, OPQ4 578, P6M12P
1 SCSz980L650B, ktore charakteryzowaly si¢ obecnoscia trzech lub nawet czterech (iag95)
alleli — poza allelami ,,null” generowaly u poszczegdlnych linii wsobnych produkty
amplifikacji o réznych wielkosciach. Wsrod markerow, u ktorych stwierdzono obecno$é
tylko dwoch alleli najwicksze mozliwe do uzyskania warto$ci wspolczynnika PIC
odnotowano dla OPBI19 968, OPO7 666 iSCP14M55. Srednia liczba alleli
identyfikowanych przy uzyciu pojedynczej pary starterow wyniosta 2,00, a przeci¢tna
warto$¢ wspolczynnika PIC dla wszystkich analizowanych markeréw STS - 0,334.

Rézne allele markerow mikrosatelitarnych ujawniane byly w formie produktow
amplifikacji o roznej wielkosci. Nie obserwowano tu alleli ,,null”, dzigki czemu markery
SSR wykazuja kodominujacy charakter dziedziczenia. Wtasciwos¢ ta, bardzo ceniona
w analizach z wykorzystaniem marker6w molekularnych, pozwolita na wykrycie
resztkowej heterozygotycznosci u dwoch sposrod badanych linii wsobnych. Linie S436N
151527LM, nalezace do stosunkowo mato zaawansowanych w chowie wsobnym
materialow (tab. 1), charakteryzowaly si¢ obecnoscia dwoch produktéw amplifikacji
w locus SCM31 z chromosomu 2R (tab. 3). Wsérdéd dwunastu markeréw SSR tylko jeden
nie dat polimorficznych produktow amplifikacji. Pozostate markery charakteryzowaty si¢
w wigkszo$ci obecnoscig 2-3 form allelicznych. Jedynie marker SCM126 generowat
u badanych linii wsobnych az pie¢ allelicznych produktow amplifikacji. Zdolnos¢ do
rozrézniania genotypOw mierzona wartoscig wspotczynnika PIC byla w przypadku
markeréw mikrosatelitarnych nieco wyzsza niz w przypadku produktéow STS. Srednia
liczba alleli przypadajaca na jeden locus mikrosatelitarny to 2,5, a przecietna warto$¢ PIC
— 0,445.

Wspolczynniki odleglosci genetycznej migdzy poszczegdlnymi liniami wsobnymi
miedcity sie¢ w dos¢ szerokim zakresie od 0,10 do 0,58. Zgodnie z oczekiwaniami
najmniejsze zrdznicowanie pomiedzy genotypami obserwowano miedzy liniami
spokrewnionymi ze soba: 541-6, 544-7, 711/81k i 153/79 (tab. 4).
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Tabela 2

7

Wystepowanie markeréw STS u badanych linii zyta (1 — obecno$¢ prazka, 0 — brak prazka)

Distribution of STS markers among rye inbred lines (1 — band’s presence; 0 — ull)
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c.d. Tabela 2

1 2 3 4 [ s T e[ 71 8] 9 Jwo]nnfJnr]mnlia]is]ie]17]18]19
PKABAIY 2R 1050 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 032
SCIMS819 1434Y 7R 1434 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 044
SCMS812 1138V 7R 1138 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 032
SCP12M56% 4R 300 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 048
SCP14M55% 4R 230 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 050
SCP15M55% 4R 260 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 039
SCP16M58% 4R 180 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 039
SCP44M515 4R 220 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 000
SCSz732L530Y) IR 530 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 039

W 380 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SCS980L650B™ 6K 650 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 00
SCY09d® 4R 470 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 039

G) Sekwencje starterow wg Gonzalez i in. (2002); Primer sequences according to Gonzales et al. (2002)

M) Sekwencje starterow wg Mago i in. (2002, 2005); Primer sequences according to Mago et al. (2002, 2005)
N) Sekwencje starterow zaprojektowane w oparciu o dane z bazy NCBI; Primer sequences from NCBI database

W) Sekwencje starterow zaprojektowane na podstawie whasnych (niepublikowanych) badafi nad zytem; Primer sequences developed on the basis of unpublished studies

onrye

9 Sekwencje starterow wg Stracke i in. (2003); Primer sequences according to Stracke et al. (2003)
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Tabela 3

Sklad alleliczny w loci mikrosatelitarnych u badanych linii wsobnych zyta (1- obecnos$¢ allelicznego prazka; 0 — brak prazka)

Allelic composition in microsatellite loci among rye inbred lines (1 — allelic band present, 0 — allelic band absent)
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Tabela 4
Macierz odleglosci genetycznych miedzy liniami wsobnymi Zyta otrzymana przy wykorzystaniu
polimorfizmu markeréw SCAR i SSR
Matrix of genetic distances among inbred lines of rye based on polymorphisms of SCAR and SSR

markers
Ot1-3 0,47
544-7 0,13 043
0t0-20 0,55 035 0,55
S120 0,33 0,50 0,37 045
S76 0,23 033 023 055 0,33
711/81k 0,10 047 020 058 040 030
DS-2 045 042 042 023 045 045 048
RXL10 0,30 033 030 055 040 037 033 042
L1 027 027 023 038 033 027 037 042 027
153/79 0,28 038 0,18 047 0,38 032 038 040 035 0,25

620/75-1-5 0,38 042 042 037 035 032 045 040 042 038 043

S436N 038 035 035 030 042 028 035 027 042 038 033 0,27
2020LM-3 035 028 025 037 042 032 035 037 035 032 023 040 0,23
51527LM 0,32 035 025 047 035 032 038 047 035 035 023 030 033 0
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Rys. 1. Dendrogram UPGMA, przedstawiajacy relacje odleglosci genetycznej miedzy liniami wsobnymi
zyta, wyznaczone przy uzyciu markerow STS i SSR
Fig. 1. UPGMA dendrogram showing genetic distances among inbred lines of rye, determined by STS
and SSR markers
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Wszystkie te cztery linie zostaty wytworzone w AR Szczecin w ramach programu hodowli
linii dopetniajacych dla cytoplazmy sterylizujacej CMS-C. Wyzszy poziom zréznicowania
zaobserwowano pomigdzy liniami Otl-3 1 Ot0-20, ktére wyprowadzono ztej samej
populacji wyjsciowej — odmiany Otello (tab. 1). Jednoczesnie obie te linie, a
w szczegllnosci Ot0-20, bardzo znaczaco rdéznity si¢ od wymienionych wyzej linii
dopetniajgcych. Zaleznosci te znalazty potwierdzenie w rozmieszczeniu poszczegdlnych
linii w obrebie dendrogramu (rys. 1). Analiza UPGMA ujawnita obecnos¢ dwoch
gtéwnych grup skupien. Do jednej z nich zaliczone zostaly cztery linie: Ot0-20, DS-2,
620/75-1-5 1S436N, zktorych kazda w do$¢ wyrazny sposdb odrozniata si¢ od
pozostatych. W drugiej grupie skupien znalazta si¢ reszta linii, wsrdd ktorych najwigksze
podobienstwo zaobserwowano miedzy liniami 541-6, 711/81k i 544-7. W nieco wigkszej
odlegtosci od nich znalazla si¢ czwarta z linii dopelniajacych — 153/79.

DYSKUSJA

Wigkszos¢ markerow STS u zyta zostato opracowanych poprzez zsekwencjonowanie
produktéw RAPD lub AFLP (Gonzalez i in., 2002; Mago i in., 2002, 2005; Stracke i in.,
2003). Gtownym celem tego rodzaju przeksztalcen markerow o matej specyficznosci
w markery STS jest przewaznie che¢ wykorzystania ich dalej do prac selekcyjnych.
Markery STS pozwalajg bowiem przy niewielkich naktadach pracy i pienigdzy na szybkie
analizowanie duzej liczby obiektéw. Podstawowg wadg tego typu markerow jest jednak
czesto niezadowalajgcy poziom polimorfizmu obserwowany w materiatach hodowlanych.
Wsrod przebadanych dwudziestu pigciu markerow tylko 80% wykazywato polimorfizm
w badanym materiale, ktory charakteryzowal si¢ do$¢ duzym zrdéznicowaniem pod
wzgledem pochodzenia. Warto§¢ wskaznika PIC tylko dla polowy polimorficznych
markerow STS przekroczyta wartos¢ 0,40. Pod wzgledem poziomu wykrywanego
polimorfizmu wyraznie lepsze okazaly si¢ markery SSR, ktérych dodatkowg zaletg jest
kodominujacy charakter dziedziczenia. Tego rodzaju dziedziczenie moze co prawda by¢
obecne rowniez w przypadku markerow STS, ale jak tego dowodza rezultaty Stracke 1 wsp.
(2003) przy przeksztalcaniu fragmentow RAPD i1 AFLP w markery specyficzne
kodominacj¢ obserwuje si¢ raczej rzadko.

Stosunkowo duzy polimorfizm i wysokie warto$ci wskaznika PIC w obrgbie wigkszos$ci
markeréow mikrosatelitarnych $§wiadczy oich przydatnosci do prac zwigzanych
z identyfikacja linii wsobnych i oceng poziomu zréznicowania genetycznego pomig¢dzy
nimi. Podobne obserwacje poczynili Bolibok i wsp. (2005) sugerujac jednoczesnie, ze
prawidtowa ocena dystansow genetycznych pomiedzy badanymi genotypami zyta powinna
si¢ opiera¢ o wykorzystanie réznych systemoéw markerowych, gdyz kazdy z nich moze
wykrywa¢ polimorfizm w innych obszarach genomu. Jednocze$nie dobor markerow
amplifikowanych w obrgbie roznych chromosoméw moze sprzyja¢ uzyskiwaniu bardziej
wiarygodnych wynikow (Myskow iin.,, 2001). Zaprezentowane wyniki oceny
zroznicowania genetycznego pomigdzy liniami wsobnymi zyta oparte sa o markery
amplifikowane w obszarze wszystkich siedmiu chromosomoéw zyta przy zastosowaniu
dwoch technik markerowych. Niewatpliwie w zwiazku zczesto niezadowalajacym
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poziomem polimorfizmu markerow STS, tylko niektoére znich nalezatoby zaleci¢ do
prowadzenia badan nad zréznicowaniem genetycznym materiatdéw hodowlanych.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki oceny podobienstwa genetycznego okazatly si¢ by¢
w znacznym stopniu zgodne z dostepnymi danymi rodowodowymi. Co prawda linie
wywodzace si¢ z tej samej populacji wyjsciowej: Otl-3 1 Ot0-20 wykazywaly do$¢ wysoki
poziom zrdznicowania, ale z uwagi na populacyjny charakter odmiany Otello wynik ten
nie wydaje si¢ by¢ zaskakujacy. Znajduje on zreszta potwierdzenie we wczesniejszych
badaniach z zastosowaniem techniki RAPD (Myskow 1iin., 2001). Z uwagi na fakt, ze
z populacji wyjéciowej o pozornie identycznym pochodzeniu mozemy uzyskaé¢ materiaty
znaczaco roznigce si¢ genetycznie, Graner iwsp. (1994) uwazaja, ze wyniki oceny
zroéznicowania genetycznego otrzymywane technikami genetyki molekularnej sa czgsto
warto$ciowsze dla hodowli niz same dane rodowodowe. Oczywiscie precyzja tego rodzaju
analiz wzrasta wraz z ilo$cig stosowanych technik markerowych (Bolibok i in., 2005) oraz
liczbg badanych loci. Tym samym uzyskane w niniejszej pracy wyniki podobienstwa
genetycznego bazujace na ocenie polimorfizmu w obrebie 37 loci STS i SSR niewatpliwie
nie moga by¢ traktowane jako ostateczne.

WNIOSKI

1. Polimorfizm wykrywany przy uzyciu markeréw STS jest ulinii wsobnych zyta
znaczgco mniejszy niz w przypadku zastosowania markeréw mikrosatelitarnych.

2. Niektore markery STS, u ktorych obserwuje si¢ obecnos¢ w jednym locus serii 3—4
alleli, charakteryzuja si¢ zdolno$cig do rozrézniania genotypow zyta pordéwnywalng do
markeréw SSR.
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