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Przydatnos¢ markeréw ISSR do identyfikacji
linii wsobnych oraz mapowania genomu zyta*

Usefulness of ISSR markers for identification of inbred lines and mapping of rye
genome

Celem pracy byta ocena przydatnosci markerow ISSR do identyfikowania linii wsobnych oraz
konstruowania map genetycznych zyta. Analizami objeto 16 linii wsobnych oraz liczaca 94 osobniki
populacj¢ F2 mieszanca migdzy liniami 544 i Ot0-20. Sposrod 57 starterow zawierajacych sekwencje
powtarzalne wybrano 12 generujacych wyrazne i powtarzalne produkty amplifikacji. Wybrane startery
pozwolity na ujawnienie 29 polimorficznych fragmentéw DNA jednoznacznie rdznicujacych badane
linie wsobne i pozwalajacych na wstgpne oszacowanie zréznicowania genetycznego pomiedzy nimi.
Utworzony na bazie uzyskanych rezultatow dendrogram podobienstwa genetycznego pomigdzy liniami
wsobnymi zasadniczo nie wykazuje sprzecznos$ci z danymi rodowodowymi. Spos$réd o$miu
fragmentow DNA wybranych do oceny w obrebie populacji mapujacej sze$¢ wykazywato segregacije
zgodna z oczekiwaniami dla produktow amplifikowanych w pojedynczym locus. Wyniki analiz
segregacji markerow ISSR w populacji mapujacej dowodza, Ze technika ta moze znaleZ¢ zastosowanie
przy konstruowaniu map genetycznych zyta, ale jej efektywnos¢ bedzie raczej niska, poréwnywalna
z technika RAPD.

Stowa kluczowe: ISSR, markery molekularne, mapowanie genetyczne, zyto

This study was aimed at evaluation of the utility of ISSR markers as a tool for identification of
inbred lines and for construction of genetic map of rye. Sixteen rye inbred lines and a mapping
population composed of 94 individual F2 plants from the 544 x Ot0-20 intercross were used for the
study. Twelve primers, which generated strong and reproducible amplification products, were selected
out of 57 primers tested. The selected primers revealed 29 polymorphic bands which allowed the
identification of lines and the estimation of their genetic diversity. A dendrogram developed on the
basis of genetic similarities proved to be generally consistent with the pedigree data. Out of eight
markers used for the analysis of F2 intercross population, six showed segregation consistent with 3:1
expectation for a single locus. The presented results of ISSR marker segregation suggest that this PCR-
based method should be suitable for construction of rye genetic map. However, its efficiency seems to
be comparable with that of RAPD.

* Praca dofinansowana przez Akademi¢ Rolnicza w Szczecinie, temat BW nr 28/2000
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WSTEP

Markery molekularne, a przede wszystkim markery generowane przy uzyciu tancu-
chowej reakcji polimerazy (PCR), znajdujg w ostatnich latach coraz szersze zastosowanie
przy identyfikowaniu materialow hodowlanych oraz mapowaniu genoméw roslin upraw-
nych. Do najpowszechniej stosowanych metod nalezy analiza losowo amplifikowanego
polimorficznego DNA (RAPD) opracowana przez Williamsa i wsp. (1990). Popularno$é¢
markeréw RAPD wynika ze wzglednie niskich kosztow analiz oraz mozliwos$ci stosowania
tej techniki bez znajomosci specyficznych sekwencji DNA w genomie analizowanego
gatunku. Powazng wada RAPD sg jednak problemy z powtarzalnoscia wynikajace ze
stosowania krotkich (przewaznie 10-nukleotydowych) starterow. Zietkiewicz i wsp. (1994)
opracowali system markerowy okreslany skrotem ISSR (inter simple sequence repeat),
ktérego podstawe stanowi polimorfizm fragmentow DNA wystepujacych pomigdzy
prostymi sekwencjami powtorzonymi. Startery ISSR zawierajg przewaznie 2-4
nukleotydowy motyw powtarzalny z 1-2 nukleotydowa kotwica selekcyjng na koncu 3' lub
5'. Technika ISSR, posiadajac podstawowe zalety RAPD, bazuje jednoczes$nie na starterach
0 dtugosci  16-25 nukleotydow, gwarantujacych dzieki temu wyraznie lepsza
powtarzalnos¢ analiz (Predeep Reddy i in., 2002).

U zb6z technike ISSR stosowano z powodzeniem do identyfikacji oraz oceny zrézni-
cowania genetycznego odmian i linii pszenicy (Nagoaka i Ogihara 1997), jeczmienia
(Fernandez i in. 2002), kukurydzy (Kantety i in., 1995) i ryzu (Blair i in., 1999; Virk i in.,
2000), za kazdym razem uzyskujac rezultaty zblizone lub lepsze niz przy stosowaniu
markerow RAPD. Istnienie sprz¢zen pomiedzy markerami ISSR a genami warunkujacymi
niektore cechy uzytkowe u roslin uprawnych (Ratnaparkhe iin., 1998; Ammiraju iin.,
2001; Cekic iin., 2001) otwiera mozliwosci wykorzystania tej techniki w pracach
hodowlanych. U zyta zastosowano ja jak dotad jedynie do oceny zrdznicowania gene-
tycznego migdzy formami tolerancyjnymi i nietolerancyjnymi na niedobory N i K w po-
zywkach stosowanych w kulturach in vitro (Smolik i Rzepka-Plevnes, 2003).

Celem niniejszej pracy byla ocena przydatnosci markerow ISSR do identyfikacji oraz
oceny zroznicowania genetycznego miedzy liniami wsobnymi, jak rowniez proba
okreslenia przydatnos$ci tego typu markerow do konstruowania map genetycznych zyta.

MATERIAL | METODY

W badaniach wykorzystano 16 linii wsobnych zyta. Wigkszo$¢ z nich pochodzita
z kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Akademii Rolniczej w Szczecinie. Liscie
trzech linii (S436N, G1M i G135M) uzytych do badan otrzymano z firmy hodowlanej
DANKO sp. z 0.0. Przydatno$¢ markeréw do mapowania testowano na wyprowadzonej
w AR Szczecin populacji F; mieszanca migdzyliniowego 544 x Ot0-20.

DNA z lisci zebranych z linii wsobnych zamrozonych w -70°C izolowano uproszczona
metoda Thomson i Henry’ego (1995) z uzyciem buforu ekstrakcyjnego (TPS), a z lisci 94
pojedynkow tworzacych populacj¢ mapujacg — przy uzyciu zestawu DNeasy Plant Mini
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Kit firmy QIAGEN. Koncentracje DNA w uzyskanych ekstraktach okreslano przy uzyciu
fluorymetru VersaFluor firmy Bio-Rad. DNA izolowane metodg Thomson i Henry’ego
(1995) uzywano bezposrednio do przygotowywania mieszaniny reakcyjnej PCR, ekstrakty
otrzymywane po uzyciu zestawu firmy QIAGEN rozcieficzano do finalnego stezenia 15
ng/ul.

Rodznice w sposobie izolacji DNA (nizsza koncentracja DNA uzyskiwana przy uprosz-
czonej metodzie izolacji, stabsze jego doczyszczenie oraz odmienny sktad buforu elucyj-
nego) wymusily, dla uzyskania poréownywalnych rezultatéw analiz, dostosowanie sktadu
mieszaniny reakcyjnej PCR do rodzaju uzytego ekstraktu (tab. 1).

Tabela 1
Sklad mieszaniny reakcyjnej (o obj. 25ul) do analiz PCR
PCR mixture composition (vol. 25ul)
Linie wsobne Populacja mapujaca
Inbred lines Mapping population

Bufor 10 x PCR z dod. (NH4),SO4 (MBI Fermentas)

10 x PCR buffer with (NH,),SO, (MBI Fermentas) 0.25 pl 25ul

MgCl, 2mM 3mM

dNTP mix 100 uM 100 uM

BSA 2,5 ug 2,519
Tag-polimeraza (MBI Fermentas)

Tag-polimerase (MBI Fermentas) 15U 10U

Starter

Primer 35ng 35ng

Ekstrakt DNA 2-4ng (TPS) 15 ng (Qiagen)

Template DNA

W badaniach wykorzystano ogoétem 57 starterow ISSR o0 dlugosci od 14 do 19
nukleotydow. Kazdy ze starteréw posiadat jedno- lub dwunukleotydowe zakonczenie
selekcyjne poprzedzone dwu- (53 startery), trzy- (3 startery) lub czteronukleotydowym
(1 starter) motywem powtarzalnym. Po wstgpnej selekcji do bardziej szczegotowych analiz
wybrano 12 starter6w (tab. 2) generujacych powtarzalne i tatwe do identyfikacji w zelach
agarozowych, polimorficzne produkty amplifikacji.

Reakcje PCR prowadzone byty wedlug nastgpujacego profilu:

wstepna denaturacja: 94°C przez 4'00"

35 x (94°C przez 30"; X°C przez 30"; 72°C przez 1'30")

koncowa inkubacja 72°C przez 5,
gdzie X = temperatura 0 2°C nizsza od temperatury topnienia dla danej sekwencji startera
(tab. 2).

Produkty amplifikacji rozdzielano w zawierajacych bromek etydyny 1,8% zelach aga-
rozowych i wizualizowano w $wietle UV.

Wspolczynniki podobienstwa genetycznego (Sp) migdzy badanymi liniami obliczono
wedhug formuty Dice:

_ 2Ny

S . =—_Z"AB
N, +Ng
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gdzie:

Nag — liczba prazkéw wspolnych dla obu porownywanych linii,
Na — liczba wszystkich prazkoéw dla odmiany A,

Ng — liczba wszystkich prazkow dla odmiany B.

Tabela 2
Charakterystyka starteréw ISSR uzytych w pracy
Characterization of ISSR primers used in the study

Starter Sekwencja (5-3') Temperatura topnienia (°C)
Primer Sequence (5'-3") Melting temperature (°C)

is2 GAGAGAGAGAGAGAGAGAA 56

is3 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC 58

is4 GAGAGAGAGAGAGAGAGAT 56

is9 AGAGAGAGAGAGAGAGC 52

is11 ACACACACACACACACT 50

is1l4 CTCTCTCTCTCTCTCTA 50

is16 CTCTCTCTCTCTCTCTT 50

is17 TCTCTCTCTCTCTCTCA 50

is18 TCTCTCTCTCTCTCTCC 52

is19 TCTCTCTCTCTCTCTCG 52

is25 AGAGAGAGAGAGAGAG(CT)C 55

is32 ACACACACACACACAC(CT)G 55

is44 TCTCTCTCTCTCTCTC(GA)C 55

Na podstawie wyliczonych wspotczynnikéw sporzgdzono metoda UPGMA
dendrogram. Obliczenia wspotczynnika podobienstwa i wykreslenie dendrogramu prze-
prowadzono przy uzyciu programu komputerowego Molecular Analyst v. 2,0 firmy
BioRad. Analizy oparto wylgcznie o markery polimorficzne, w zwigzku z czym ich
rezultaty obrazujg wzgledne relacje miedzy badanymi liniami, anie ich faktyczne
zréznicowanie genetyczne. Zgodno$¢ segregacji testowanych markerow z warto§ciami
oczekiwanymi dla populacji mapujacej pokolenia F» okreslano przy uzyciu standardowego
testu y-kwadrat.

WYNIKI

Startery uznane w trakcie wstepnych analiz za najprzydatniejsze do oceny zroznico-
wania genetycznego linii zyta bazujg wylacznie na dwunukleotydowych motywach
powtarzalnych (tab. 2). Kazdy z tych starterow pozwalal na powielenie od 5 do 16
fragmentéw DNA o dtugosciach od 200 do 2000 par zasad. Wsrd6d nich polimorfizm
wykazywato od 1 do 6 produktow amplifikacji (rys. 1). W sumie, po zastosowaniu 11
starterow ISSR, uzyskano 29 polimorficznych prazkow pozwalajacych na jednoznaczng
identyfikacje¢ kazdej z analizowanych linii wsobnych oraz umozliwiajacych obliczenie
warto$ci podobienstwa genetycznego miedzy nimi (tab. 3). Uzyskane wartos$ci
podobienstwa byty do$¢ zroznicowane i miescity sie w granicach 0,49-0,86. Staly sie one
podstawa do wykreslenia dendrogramu, taczacego prawie wszystkie analizowane linie
w trzy grupy skupien (rys. 2). Pierwsza grupe tworza linie 0 odrgbnym pochodzeniu:
S426N, RXL10, DS2 oraz spokrewnione ze sobg linie 542, 585-6-1, 585-6-3 i 620-5.
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Rys. 1. Polimorfizm fragmentéw ISSR uzyskany wsrdd linii wsobnych zyta, przy zastosowaniu startera
is3
Fig. 1. ISSR patterns detected among the inbred lines of rye by means of the is3 primer

s0 ro 8 % 0 podobienstwo — Genetic similarity

| | | | | genetyczne [%]
S43EN

RXL10
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Rys. 2. Dendrogram obrazujacy podobienstwo genetyczne miedzy liniami wsobnymi Zyta otrzymany
przy uzyciu metody UPGMA
Fig. 2. Dendrogram illustrating genetic similarity between the inbred lines of rye built using the
UPGMA method
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Macierz podobienstwa genetycznego linii wsobnych zyta
Matrix of genetic similarity between inbred lines of rye

Tabela 3

RXL10 0,80

542 0,77 0,77

DS2 0,77 0,71 0,74

585-6-1 0,63 0,75 0,73 0,67

585-6-3 0,76 0,76 0,79 0,78 0,82

620-5 0,73 0,60 0,65 0,71 0,63 0,76

G1M 0,75 0,63 0,79 0,72 0,59 0,77 0,63

G135M 0,67 0,61 0,71 0,70 0,57 0,75 0,61 0,86

L1 0,67 0,67 0,65 0,60 0,58 0,74 0,61 0,68 0,72

711 0,63 0,63 0,67 0,50 0,59 0,72 0,50 0,65 0,69 0,68

541 0,65 0,71 0,74 0,63 0,78 0,78 0,59 0,61 0,65 0,70 0,83

585-1 0,65 0,71 0,69 0,63 0,67 0,74 0,65 0,67 0,59 0,60 0,67 0,80

153 0,63 0,63 0,67 0,61 0,65 0,67 0,44 0,65 0,69 0,63 0,65 0,67 0,55

544 0,64 0,64 0,62 0,44 0,73 0,69 0,57 0,53 0,52 0,53 0,67 0,63 0,62 0,60

Ot0-20 0,60 0,73 0,58 0,65 0,56 0,65 0,47 0,56 0,49 0,61 0,56 0,59 0,71 0,50 0,50
S436N  RXL10 542 DS2  585-6-1 585-6-3 620-5 GIM G135M L1 711 541 585-1 153 544
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W sktad drugiej grupy wchodza wyprowadzone w ramach jednego programu hodow-
lanego linie GIM i G135M oraz odrebna pochodzeniowo linia L1. Trzecia grupa skupien
obejmuje trzy, majace czesciowo wspolny rodowod, linie oznaczone symbolami 711, 541
i 585-1. Linie z trzeciej grupy skupien sa tez spokrewnione W mniejszym lub wigkszym
stopniu z liniami 542, 585-1 i585-3 nalezacymi do grupy pierwszej oraz z dwiema
pozostatymi liniami wystepujacymi w dendrogramie: 153 i 544. Najwicksza odrebnos¢ od
pozostatych analizowanych obiektow wykazuje wyprowadzona z odmiany Otello linia
Ot0-20.

Osiem wyraznych prazkow roéznicujacych linie 544 i Ot0-20 zostalo wybranych do
przeprowadzenia oceny segregacji markerow ISSR w populacji mapujgcej (tab. 4).

Tabela 4
Segregacja wybranych fragmentéw DNA w populacji mapujacej (544 x Ot0-20) F>
Segregation of some DNA fragments in the mapping population (544 x Ot0-20) F2
Marker Pochodzenie ampl;fikowanecgio fragmentu gg:g?gsgiv::iz 2 Prawdopgdg_t;_ieﬁstwo
Source of PCR product Observed segregation Probability
is2/1200pz 0Ot0-20 66 : 21 0,03 0,75-0,9
is3/650pz Ot0-20 67:17 1,02 0,25-0,5
is11/750pz Ot0-20 67:27 0,70 0,25-0,5
is11/800pz 544 81:13 6,25 0,01-0,05
i514/650pz Ot0-20 70:24 0,01 0,9-0,95
i518/640pz Ot0-20 73:20 0,61 0,25-0,5
i519/900pz 544 74:17 1,94 0,1-0,25
i544/600pz 544 32:2 6,63 0,01-0,05

Zastosowanie przy analizach segregacji ekstraktbw DNA o wigkszej koncentracji
I czystosSci zasadniczo nie wplyneto na profil uzyskiwanych produktow amplifikacji
(rys. 3), chociaz uzyskiwane obrazy elektroforetyczne byty nieco wyrazniejsze i przez to

latwiejsze do interpretacji.
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Rys. 3. Segregacja markera is3/650pz w populacji F2 mieszafica miedzy liniami 544 i Ot0-20
Fig. 3. Segregation of the is3/650bp marker in F2 population of the cross between 544 and Ot0-20 lines

z
N

Uzyskane liczebnosci dla szeSciu sposrod analizowanych produktow amplifikacji:
is2/1200pz, is3/650pz, is11/750pz, is14/650pz, is18/640pz iis19/900pz wskazywaty na
dziedziczenie jednogenowe. Markery te spelniajg, wigc podstawowe kryterium przydat-
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nos$ci do tworzenia mapy genetycznej zyta. Segregacje pozostatych dwoch analizowanych
fragmentow DNA odchylaly si¢ od wartosci oczekiwanych przy amplifikacji fragmentu
w pojedynczym locus. Uzyskane rozszczeppienia wskazuja, ze prazki markerowe mogg
mie¢ charakter heterogeniczny i tym samym nie znajda zastosowania przy konstruowaniu
mapy genomu zyta.

DYSKUSJA

Wybrane w trakcie wstgpnej oceny startery pozwalajace na jednoznaczng identyfikacje
badanych linii wsobnych zyta, charakteryzuja sie obecno$cig pigciu dwunukleotydowych
motywow powtarzalnych: (AG), (GA), (CT), (TC), (AC). W genomach ro$linnych
sekwencje powtarzalne z motywem trzy- lub czteronukleotydowym sa znacznie rzadsze
niz dwunukleotydowe, a startery z motywami (AT), (TA), (GC) i (CG) generuja zazwyczaj
niski polimorfizm, co prawdopodobnie jest zwigzane z tendencjg do tworzenia potaczen
komplementarnych pomigdzy starterami | w obrgbie samego startera oraz zwigzanego
z tym powstawania struktury tzw. ,,spinki do wlosow” (Cekic iin., 2001). Dlatego tez
najwickszy polimorfizm w trakcie dotad prowadzonych prac uzyskiwano przy
zastosowaniu starterow z powtdrzeniami typu: (AG), (GA), (CT), (TC), (AC) i (CA)
(Pradeep Reddy i in., 2002). Ograniczona liczba sekwencji powtarzalnych, jakie moga by¢
podstawg do projektowania starterow dajacych uzyteczny polimorfizm jest rowniez jedna
z podstawowych wad techniki ISSR limitujacych jej stosowanie przy badaniu genomow
ro$lin (Cekic i in., 2001).

Markery ISSR znajduja najczesciej zastosowanie przy identyfikacji genotypdw, ocenie
zroznicowania genetycznego i analizach filogenetycznych (Pradeep Reddy i in., 2002).
Fernandez iwsp. (2002) stwierdzili, ze skonstruowany na bazie markeréow ISSR
dendrogram ukazujacy podobienstwo genetyczne migedzy odmianami jeczmienia lepiej
odzwierciedlat ich pochodzenie niz wtedy, gdy do jego konstruowania uzywano techniki
RAPD. Uryzu (Virk iin., 2000) obie te techniki dawaly zblizone rezultaty,
odzwierciedlajace z pewnymi mozliwymi do zaakceptowania odstepstwami, pochodzenie
badanych genotypdw.

Dendrogram utworzony na bazie przeprowadzonych w niniejszej pracy analiz
wzglednie dobrze odzwierciedla zwigzki rodowodowe pomigdzy badanymi liniami zyta.
Zaobserwowane odstgpstwa moga wynika¢ z faktu, ze nie zawsze rodowdd W pelni
odzwierciedla podobienstwo genetyczne migdzy liniami. Precyzja oceny dystansu
genetycznego moglaby tez zosta¢ wydatnie poprawiona poprzez zwigkszenie liczby loci
bedacych podstawa do wykreslenia dendrogramu. Wedtug Myskow i wsp. (2001) przy
stosunkowo niewielkiej liczbie markerow uzywanych do oceny dystansu genetycznego
pomiedzy liniami wsobnymi wskazane jest, aby byly one wzglednie réwnomiernie
rozproszone po genomie zyta. Lokalizacja loci ISSR uzytych w trakcie opisywanych badan
nie jest jednak dotad poznana.

Markery ISSR nie byly dotad stosowane do tworzenia nowych map genetycznych.
Kilkakrotnie byty one jednak z powodzeniem uzywane do rozbudowy map skonstruowa-
nych na bazie markerow RFLP lub SSR (Pradeep Reddy iin., 2002). W populacji
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mapujacej diploidalnych pszenic zgodno$¢ segregacji markeréw ISSR z modelem
jednogenowym byta duza (44 sposrod 49 polimorficznych fragmentow) — znaczaco
wigksza niz dla markerow RAPD ocenianych na tym samym materiale (Kojima i in., 1998).
Ocena segregacji markeréw ISSR w badanej populacji mapujacej zyta zakoniczona zostata
wskazaniem sze$ciu markeréw spetniajacych podstawowe kryteria wymagane przy uzyciu
ich do konstruowania mapy genetycznej (powtarzalno$¢ izgodnos¢ dziedziczenia
z modelem jednogenowym). Liczba wytypowanych markeréw (6) jest wzglednie niska
W porownaniu do catkowitej liczby zastosowanych w trakcie badan starterow (57). Poziom
ten jest jednak zblizony do polimorfizmu generowanego U zyta przez markery RAPD
(Masoj¢ iin., 2001). Mozna przy tym przypuszczaé, ze efektywno$¢ mapowania przy
uzyciu markerow ISSR okaze si¢ wyzsza, jesli przy elektroforezie produktow amplifikacji
agaroza zostanie zastgpiona zelami poliakrylamidowymi. Moreno i wsp. (1998) wykazali,
ze wysoka rozdzielczo$¢ elektroforezy w zelach poliakrylamidowych w warunkach
zdenaturowanych pozwala na uwidocznienie znacznie wigkszej liczby produktow
amplifikacji niz przy zastosowaniu 2% agarozy.

Niedostateczny poziom polimorfizmu generowanego przez markery ISSR moze
ogranicza¢ przydatno$¢ tej techniki do konstruowania map genetycznych oraz okreslania
dystansu genetycznego miedzy badanymi obiektami. Z drugiej jednak strony technika ta
jest prosta i wzglednie tania, a przy tym gwarantuje wysoka powtarzalno$¢ uzyskiwanych
rezultatdw, co czyni ja bardzo przydatnym narzedziem przy rozrdznianiu linii wsobnych

zyta.
WNIOSKI

1. Markery ISSR stanowig uzyteczne narzg¢dzie do identyfikacji linii wsobnych zyta.

2. Rezultaty oceny podobienstwa genetycznego migdzy badanymi genotypami sg W duzej
czgsci zgodne z danymi rodowodowymi. Przydatno$¢ techniki ISSR do oceny
zroznicowania genetycznego moze by¢ jednak w pewnym stopniu ograniczona
trudnos$ciami W uzyskiwaniu wigkszej liczby fragmentow polimorficznych.

3. Przy tworzeniu map genetycznych zyta przydatno$¢ techniki ISSR polaczonej
z elektroforeza w zelach agarozowych wydaje si¢ by¢ zblizona do techniki RAPD,
a podstawowym jej ograniczeniem jest przecietny poziom uzyskiwanego polimor-
fizmu.
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