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wyrownania

The analysis of genetic diversity of rye inbred lines and their uniformity

Sprawdzono przydatno$¢ metody PCR do oceny dystansu genetycznego linii zyta (Secale cereale L)
oraz genetycznego wyréwnania dwach linii. W poréwnaniu ze starterami o sekwencji przypadkowej
(RAPD) startery ukierunkowane na sekwencje styku intron-egzon generuja bardziej ztozone i
polimorficzne obrazy powielonych fragmentdw DNA. Obrazy powielenia przy uzyciu niektorych
starterow 18-nukleotydowych byly zbyt zlozone, co moze utrudnia¢ analize komputerowa obrazu i
oceng dystansu genetycznego linii. Wyrazne i polimorficzne obrazy powielonych fragmentdw DNA
badanych linii uzyskiwano przy uzyciu starterow o dlugosci 12-15 zasad. Stwierdzenie wyraznych
roznic w obrazach powielonych fragmentow DNA migdzy pojedynczymi siewkami badanych linii
wskazuje na to, ze proponowana metoda moze by¢ stosowana do oceny wyréwnania linii wsobnych i
odmian Zyta.

Stowa kluczowe: dystans genetyczny, linie wsobne, PCR, zyto

The usefulness of PCR systems for detection of genetic diversity among inbred lines of rye (Secale
cereale L) and for evaluation of homogeneity of two inbreds was investigated. In comparison to RAPD
primers, the primers targeting the sequences of intron-exon junction generated more complex and
polymorphic patterns of amplified DNA fragments. Some primers 18 bases in length generated too
complex patterns of DNA fragments, which may cause the difficulties in their computer analysis. Clear
and polymorphic banding patterns were generated with the use of primers 12-15 bases in length. The
evaluation of genetic differences between single plants of the lines indicated that this approach is useful
for assessment of homogenity level of varieties or inbred lines.
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WSTEP

Rozwoj biologii molekularnej stworzyt podstawy do wspomagania hodowli w
badaniach nad wykorzystaniem istniejgcej zmienno$ci genetycznej poprzez systemy
markeréw bezposrednio zwigzanych ze strukturg DNA.
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Ze wzgledu na mniejsza pracochlonnos¢ i1 koszty analizy, metody oparte na reakcji
termostabilnej polimerazy (PCR) zastepuja techniki hybrydyzacyjne (RFLP). W technikach
opartych na tancuchowej reakcji polimerazy wykorzystuje si¢ coraz czesciej szybki wzrost
informacji o sekwencjach genomu, ktére moga by¢ celem dla przytaczania starteréw o
sekwencjach komplementarnych. Weining i Langridge (1991) wprowadzili system okreslany
jako potdowolny (semirandom), w ktorym startery o sekwencjach czgsciowo
komplementamych do sekwencji styku intron-egzon stosowano w kombinacjach ze starterami
o sekwencji dowolnej. W badaniach genomu zyta dobre rezultaty uzyskano rowniez stosujac
startery komplementarne do sekwencji repetytywnych rozproszonych charakterystycznych
dla tego gatunku (Rogowsky i in., 1992). Mozliwe jest tgczenie starterow o sekwencji
czes$ciowo ustalonej ze starterami flankujgcymi sekwencje repetytywne rozproszone Zyta
(Rafalski i in., 1997).

Celem badan byto sprawdzenie przydatnosci systemu PCR z zastosowaniem starterow
ukierunkowanych na sekwencje styku intron-egzon do oceny genetycznego zrdznicowania
linii Zyta oraz ich wyréwnania. Badania takie umozliwi¢ powinny oceng, czy stosowana
metoda umozliwia podziat materiatbw hodowlanych zyta na odmienne pule genowe oraz
czy ocena dystansu genetycznego linii pozwala przewidywaé efekt heterozji na
poszczegdlnych etapach tworzenia mieszanca.

MATERIAL I METODY

Materiat stanowito 18 linii wywodzacych si¢ z jednej puli genowej linii matecznych.
Wigkszo$¢ linii wehodzi w sktad mieszancow zyta w hodowli heterozyjnej prowadzonej w
IHAR Radzikow. Oceng¢ genetycznego wyrdwnanialinii przeprowadzonona pojedynczych
siewkach linii 4475 i 2130.

Preparatyke DNA przeprowadzano wedlug metodyki opisanej przez Davisa i wsp.
(1986). DNA otrzymywano z lisci 20-25 siewek rosnacych na pozywce plynnej przez
5-7 dni lub z pojedynczych siewek. Stezenie DNA oznaczano fluorymetrycznie zgodnie z
instrukcjg fluorymetru TKO 100 (Hoefer Scientific Instruments).

Amplifikacje fragmentéw DNA przeprowadzano w uktadzie zawierajgcym w objetosci
20ul: 10 ng DNA roslinnego, 1x bufor (MBI Fermentas, Wilno), 2,5 mM MgCl,, 200 uM
dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 1-1,2 uM startera i 1 jednostke termostabilnej polimerazy
(MBI Fermentas). Powielanie prowadzono w termocyklerze UNO 11 (Biometra, Getynga).
Amplifikacja byta prowadzona dwustopniowo, w pierwszych siedmiu cyklach temperatura
przylaczania startera byta o 2°C wyzsza od wyliczonej na podstawie sekwencji i dtugosci
startera, a w nastgpnych 33 cyklach temperature podwyzszano o dalsze 4°C. We
wszystkich cyklach powielania denaturacj¢ przeprowadzano przez 40 sek. w temperaturze
94°C, przylaczanie startera trwato 1 min., a wydtuzanie tancuchow DNA 2 min. w 72°C.

Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym w
buforze TBE 1 wizualizowano przy uzyciu bromku etydyny. Fotografie rozdzialow
elektroforetycznych po zeskanowaniu analizowano przy uzyciu programu "Fragment NT"
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). Przy uzyciu tego programu tworzono
macierz wynikow przedstawiong w ukladzie binarnym, gdzie obecno$¢ fragmentu o
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okreslonej wielko$ci oznaczano jako "1", a brak tego fragmentu jako "0". Wyniki te
stanowity podstawe¢ do wyliczenia, przy uzyciu programu "Excel", wspolczynnikow
dystansu genetycznego wedlug wzoru:

DG @b =1 - (2N@p)/N@ + Nep)

gdzie 2N p)0znacza liczbg pasm wspolnych dla genotypoéw aib, natomiast (N, + Ng)
liczbe wszystkich pasm wystepujacych w obu genotypach (NeiiLi, 1979). Na podstawie
tych wynikéw przeprowadzono réwniez analiz¢ skupien metoda srednich potaczen
(UPGMA) przy uzyciu programu "Statistica 5" (StatSoft, Krakow, Polska),
w ktérym wykorzystano metodyke podang przez Sneatha i Socala (1973).

WYNIKI

Sekwencje starterow rekcji reakcji PCR oparte byly na wystepowaniu na styku intron-
egzon genow roslinnych sekwencji semikonserwatywnych (Brown, 1986). Sekwencje o
dtugosci 9 zasad nakoncu 5'i sekwencje o dlugosci 7 zasad na koncu 3' styku intron-egzon
orazich sekwencjekomplementarne uzupetiono 3, 5, 619 oligonukleotydami o sekwencji
przypadkowej tworzac serie starteréw o dtugosci od 10 do 18 zasad powielajacych w
kKierunku intronow (IT) lub w kierunku egzonéw genow (ET).

5' Startery IT Startery ET 3
CAGGTAAGT Intron TGCAGGT
GTCCATTCA ACGTCCA
3" Startery ET Startery IT 5

Sekwencje semikonserwatywne starterow reakcji PCR.

Wstepna oceng genetycznego zréznicowania linii zyta przeprowadzono przy uzyciu
starteré6w 18 i 15 nukleotydowych z grupy ET. Doswiadczenia wykazaty, ze stosowane
startery reakcji PCR ujawniaja wyrazne roznice miedzy liniami wywodzacymi si¢ z tej
samej puli genowej. Niektore startery z grupy ET18 generowaly obrazy zbyt ztoZone,
ktorych analiza komputerowa moze by¢ trudna (rys. 1). Do$¢ przejrzyste obrazy fragmen-
tow DNA uzyskiwano przy uzyciu innych starteréw z tej grupy lub starterow typu ET15
(rys. 2).

Ocen¢ wyrdOwnania genetycznego linii zyta przeprowadzono analizujac DNA
pojedynczych siewek dwaoch linii. Na podstawie obserwacji cech morfologicznych linia
2130 okreslana jest przez hodowcow jako wyréwnana natomiast cechy morfologiczne linii
4475 wskazuja na jej wewnetrzne zroznicowanie. Analiza PCR metoda RAPD nie dala
wynikéw umozliwiajacych precyzyjne wyliczenie dystansu genetycznego pomigdzy
roslinami badanych linii, gdyz obrazy powielonych fragmentow byty mato zréZznicowane
(rys. 3). Badania przy uzyciu starterow ukierunkowanych na sekwencje styku intron-egzon
wykazaty wyrazne zroznicowanie w obrgbie obu linii (rys. 4). Otrzymane wyniki nie s3
zgodne z obserwacjami morfologicznych cech obu linii, gdyz $redni dystans genetyczny
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miedzy siewkami obu linii byt podobny i wynosit 0,26-0,28. Ocene¢ potwierdza analiza
skupien przeprowadzona metodg $rednich potgczen (UPGMA) na podstawie otrzymanych
wynikow (rys. 5).
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Rys. 1. Wyniki powielania DNA badanych linii Zyta przy uzyciu startera
ET11/18(° ACCTACCTGCCGCATCCG?). M-wzorzec wielko$ci DNA (ilo§¢ par nukleotydéw),
Sciezki 1 — 18, linie zyta
Fig. 1. Amplification of DNA of rye inbreds with the use of primer ET11/18
(* ACCTACCTGCCGCATCCG®). M-DNA size marker, lanes 1 — 18, inbred lines of rye
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Rys. 2. Wyniki powielania DNA badanych linii Zyta przy uzyciu startera ET31/15
(® ACCTACCTGGGCCAG?). M-wzorzec wielkosci DNA (ilo§é par nukleotydow),
Sciezki 1 — 18, linie zyta
Fig. 2. Amplification of DNA of rye inbreds with the use of primer ET31/15
(®*ACCTACCTGGGCCAG?®). M-DNA size marker, lanes 1 — 18, inbred lines of rye
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Rys. 3. Wyniki powielania DNA pojedynczych siewek linii 4475 (Sciezki 1-12) i siewek linii 2130 (Sciezki
13-24) przy uzyciu startera RAPD3 (*’ TCGGGAGGGT?).
M-marker ci¢zaru czasteczkowego)
Fig. 3. Amplification of DNA from single seedlings of inbred 4475 (lanes 1-12) and seedlings of inbred
2130 (lanes 13-24) with the use of primer RAPD3 (* TCGGGAGGGT?).
M-DNA size marker
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Rys. 4. Wyniki powielania DNA pojedynczych siewek linii 4475 ($ciezki 1-12) i siewek linii 2130 (Sciezki
13-24) przy uzyciu startera ET11/18 (* ACCTACCTGCCGCATCCG?).
M — wzorzec wielko$ci DNA (ilo§¢ par nukleotydow)
Fig. 4. Amplification of DNA from single seedlings of inbred 4475 (lanes 1-12) and seedlings of inbred
2130 (lanes 13-24) with the use of primer ET11/18 (* ACCTACCTGCCGCATCCG?).
M-DNA size marker
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Rys. 5. Diagram podobienstwa siewek linii 4475 (1-12) i siewek linii 2130 (13-24) wyliczony metoda
$rednich polaczen (UPGMA) na podstawie analizy 305 fragmentow DNA

Fig. 5. Associations between seedlings of inbred 4475 (1-12) and seedlings of inbred 2130 revealed by
UPGMA cluster analysis calculated from analysis of 305 DNA fragments

DYSKUSJA

Podobnie jak w przypadku linii kukurydzy (Rafalski i in., 1998) w badaniach
zmiennosci genetycznej linii zyta startery ukierunkowanena sekwencje stykuintron-egzon
generuja bardziej ztozone i polimorficzne obrazy fragmentow DNA niz startery RAPD. W
badaniach zmienno$ci genetycznej linii kukurydzy i ocenie tozsamosci odmianowej partii
nasiennych grochu (Rafalskii in., 2001), najlepsze wyniki uzyskiwano stosujac startery
18-nukleotydowe. W ocenie dystansu genetycznego linii zyta niektore z tych starterow
generuja zbyt zlozone obrazy fragmentow DNA. Mniej zlozone i tatwiejsze do analizy
komputerowej obrazy generuja startery krotsze o dlugosci 12-15 zasad. Wynika to
najprawdopodobniej z heterogennosci linii zyta. Analiza prob zawierajacych DNA z 20—
25 siewek ujawnia zaréwno polimorfizm miedzy badanymi liniami jak tez roznice
pomigdzy pojedynczymi roslinami badanych linii. Stad, wydaje si¢ istotne dobranie
zestawu starteréw generujacych umiarkowanie ztozone obrazy powielonych fragmentow
DNA.

W badaniach zyta, ktéorego genom jest wyjatkowo bogaty w sekwencje repetytywne
(Rogowsky i in., 1992), istotne jest rowniez ukierunkowanie powielania na fragmenty
genow z wylaczeniem heterochromatynowych odcinkow DNA, ktore nie podlegaja
transkrypcji. Proponowany system spelnia te wymagania a jednoczesnie jest rownie prosty
1 tani jak powszechnie stosowana metoda RAPD. Jednoczesnie, mozliwos$¢ stosowania
kombinacji starterow typu ET lub IT ze starterami komplementarnymi do fragmentéw
sekwencji repetytywnych zyta stwarza mozliwos$¢ obnizenia kosztow analizy (Rafalski i
in., 1997).
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WNIOSKI

1. W badaniach zmiennosci genetycznej linii zyta i ich wyrOwnania startery
komplementarne do sekwencji styku intron-egzon generujg znacznie bardziej ztozone
i polimorficzne obrazy powielonych fragmentdow DNA niz startery RAPD.

2. Stosowany system umozliwia powielanie fragmentow genow z wylaczeniem hetero-
chromatynowych odcinkow DNA.

3. Do oceny zmienno$ci genetycznej materiatow wyjsciowych i linii zyta konieczny jest
wybor zestawu starterow generujacych umiarkowanie ztozone, polimorficzne i tatwe
do analizy komputerowej obrazy powielonych fragmentéw DNA.
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