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Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie
W ocenie zroznicowania genow oraz
w identyfikacji ich funkcjonalnych wariantow *

Majac na uwadze ciagly wzrost liczby ludnos$ci na $wiecie oraz zmiany klimatu,
wprowadzenie bardziej wydajnych odmian roslin uprawnych wydaje si¢ niezbedne.
Bardzo cze¢sto pozadang zmienno$¢ genetyczng i genotypy o interesujgcych kombinacjach
allelicznych mozna znalez¢ w odmianach lokalnych oraz w dzikich formach gatunkow
uprawnych. Szczegdtowa wiedza na temat zroznicowania genetycznego zgromadzonego
w kolekcjach gatunkéw roslin uprawnych jest kluczowym elementem umozliwiajgcym
ich efektywne wykorzystanie w programach hodowlanych.

Podjeto probe opracowania ekonomicznej procedury umozliwiajacej oceng
zrdznicowania wybranych genéw w heterogennych formach zyta. Wykorzystano 95 form
o réznym stopniu udoskonalenia i pochodzeniu geograficznym. Do analiz uzyto pul
zbiorczych DNA, uzyskanych z 96 roslin reprezentujacych poszczegodlne formy. Dla
kazdej z badanych form zamplifikowano, a nastepnie zsekwencjonowano 6 gendow
(AACT1, Pbf, Fba, SecB, Gsp-1, Tlp), o dtugosci od 456 do 4638 pz (tacznie 9,141 pz) W
efekcie analizy bioinformatycznej odczytow Illumina MiSeq zidentyfikowano 1000
miejsc polimorficznych oraz 1132 rézne warianty alleliczne, w tym warianty wptywajace
na funkcje genu. Frekwencje poszczegdlnych alleli wynosity od 0,001 do 1, a najwicksza
grupe stanowily zmiany pojedynczych nukleotydow (SNP). Sposréd zidentyfikowanych

* Badania sfinansowane ze $srodkow NCN — projekt DEC-2014/14/E/NZ9/00285

35



Anna Hawliczek ...

wariantow 27% byto unikatowych i pojawilo si¢ tylko w jednej z analizowanych form.
Ilo$¢ miejsc polimorficznych w obrebie jednej akcesji zawierata si¢ pomigdzy 594 a 867.

W celu potwierdzenia wiarygodnosci zastosowanej metody, dla wybranych
materiatdow przeprowadzono walidacj¢ uzyskanych wynikéw. Analizy wykonano na 10-
20 pojedynkach, co okazato si¢ wystarczajace do potwierdzenia wystepowania SNP,
ktorych czestotliwo$¢ in silico okre$lono na min 0,04. W przypadku genu Pbf, dla jednej
z analizowanych form potwierdzono przy uzyciu sekwencjonowania Sangera
wystgpowanie mutacji, ktéra wedlug analiz bioinformatycznych zmienia funkcje
badanego genu (mutacja typu nonsens).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowana metodyka jest stosunkowo niedrogg i
wiarygodng metodg badania zroznicowania gendw w heterozygotycznym i heterogennym
gatunku Secale cereale oraz umozliwia szybka i skuteczng identyfikacje potencjalnych
wariantow funkcjonalnych w badanych kolekcjach.
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