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Application of pollen for studies on genetic diversity with the using of
the Andean lupin {Lupinus mutabilis Sweet) as example

Summary

The cultivated American species Lupinus mutabilis was selected in order to as-
sess its possibilities of being introduced as an alternative high protein crop in Po-
lish conditions. The realized programme involved identification of earlier maturing
and higher yielding genotypes as well as interspecific hybridization with lupins be-
longing to section Albus, which includes the oldest cultivated species Lupinus albus.

Recent reports (1) on determination of DNA polymorphism by the PCR meth-
od indicate usefulness of direct application of small amounts of pollen. The ad-
vantage of this method is the precisely determined and physiologically stable ma-
terial used for the analysis. Furthermore, pollen can be preserved above the hy-
groscopic substance at -20“C for a long time and small amounts of pollen (20-100
grains) can be used for the analysis without any damage to the plant material.

For PCR reaction, ten selected primers were used. A polyacrylamide gel
comparison of the PCR products revealed that random primers as well as pri-
mers which amplified a fragment of the whole gene can be applied to analyse
the DNA of polymorphism ofL. mutabilis and L. albus. The conclusion is that it is
possible to differentiate within both groups of species by application of pollen
to DNA analysis.

Key words:
Andean lupin, Lupinus mutabilis hybrids with L. albus, pollen PCR, genetic
diversity.
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1. Wstep

U roslin kwiatowych mozna wyr6zni¢ dwie fazy rozwoju: diploidaJng faze wzro-
stu wegetatywnego prowadzaca do powiekszenia rozmiaréw i wytwarzania charak-
terystycznych organéw, oraz faze rozmnazania generatywnego doprowadzajaca do
powstania precikow i stupkéw zawierajacych haploidalne gamety: komorki jajowe
i ziarna pytku. W dojrzatym ziarnie pytku komoérka generatywna moze ulec po-
dziatowi przed kietkowaniem pytku lub w samej tagiewce pytkowej, natomiast ko-
moérka wegetatywna nie ulega podziatowi i u wielu roslin degeneruje (1,2).

Ziarna pytku po odwodnieniu wchodzg w okres spoczynku, ale zachowujg zdol-
nos$¢ kietkowania. Okres spoczynku ziaren pyiku jest bardzo zréznicowany u roz-
nych gatunkéw roslin. Ziarno pylku zanim zacznie kietkowac¢ znacznie powieksza
swojg objetos¢ pobierajgc ptyn z powierzchni stupka (1,3). Funkcjonalne ziarna
pytku sg zdolne do przetrwania i kietkowania na znamieniu ,zgodnych” roslin oraz
do ich zaptodnienia (4). W przypadku wystgpienia zaburzen podzialu mejotycznego
moga powstac jadra restytucyjne w | lub Il podziale, tworzac niezredukowane ga-
mety (2n). Zaburzenia te odgrywajg istotng role przy powstawaniu i tworzeniu poli-
ploidéw. Wazna dla zmiennos$ci genetycznej w naturze, jak i w hodowli roslin, jest
zachodzgca podczas podziatu mejotycznego wymiana chromatyd siostrzanych (cros-
sing-over) prowadzaca do rekombinacji cech (5).

Pylek jako organizm byt obiektem szeregu manipulacji majgcych na celu modyfi-
kowanie haploidalnego poziomu genomu rosliny. Manipulacje te dotyczyly tetrad,
mikrospor jak i dojrzatych ziaren pytku. W przypadku wcze$niejszych stadiéw roz-
wojowych prowadzono hodowle in vitro tetrad i ich protoplastéw, a kultury mikro-
spor od szeregu lat sg droga uzyskiwania roslin o gametycznej liczbie chromoso-
mow. W przypadku dojrzatych ziaren pytkow, ktore, jak sie okazato, byly biotechno-
logicznie konserwatywne, przeprowadzono szereg doswiadczen z ich napromienio-
waniem wywolujgc tg drogg zmiany mutacyjne.

Podejmowane byly proby traktowania pytku mutagenami fizycznymi, jednak ze
wzgledu na pewne niedogodnosci techniczne metoda ta nie zostata zaakceptowana.
Pylek traktowano takze niskimi dawkami promieniowania jonizujgcego w celu ,znie-
sienia” specyficznej reakcji samoniezgodnosci lub niezgodnosci krzyzéwkowej. Na-
tomiast po zastosowaniu wysokich dawek promieniowania gamma uzyskiwano frag-
mentacje DNA, co prébowano wykorzysta¢ do wprowadzenia odpornosci na patoge-
ny (6).

W klasycznym systemie piciowego rozmnazania roslin obie komorki generatyw-
ne ziarna pytku sg niezbedne do uzyskania kolejnego pokolenia oraz zapewnienia
wzrostu i rozwoju wczesnym stadiom zarodkowym, dla ostatecznego uzyskania doj-
rzatego zarodka. W niektérych przypadkach pytek jest potrzebny tylko do tworze-
nia bielma, gdyz dochodzi do zaptodnienia komérki centralnej woreczka zalgzko-
wego. Na skutek apomiksji czyli rozwoju zarodka bez zaptodnienia tworzg sie ha-
ploidy na drodze partenogenezy lub apogamii. Haploidy mozna otrzymywac réw-
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niez przez krzyzowanie miedzygatunkowe lub miedzyrodzajowe, a nastepnie ho-
dowle in vitro niedojrzatych zarodkéw (7,8).

W metodzie kultury in vitro rozwinela sie technika androgenezy. Wykorzystano
tu zjawisko totipotencji mtodych mikrospor do odtworzenia rozwoju calej rosliny
0 gametycznej liczbie chromosomoéw. Zjawisko eliminacji chromosomoéw wyste-
pujace w wyniku krzyzowan oddalonych znalazto takze praktyczne zastosowanie
jako metoda otrzymywania haploidow szczegdlnie u zb6z. Na przyktad po zapyleniu
Hordeum vulgare x Hordeum bulbosum otrzymano zarodki, ktére po wytozeniu na od-
powiednig pozywke mineralng, rozwijajg sie w normalne haploidalne rosliny formy
matecznej. Po podwojeniu liczby chromosoméw uzyskujemy dihaploidy czyli homo-
zygotyczne linie DH. Haploidy znalazly szerokie zastosowanie przy tworzeniu linii
homozygotycznych w hodowli heterozyjnej, w analizie powinowactwa genetyczne-
go chromosomow u roslin poliploidalnych, w badaniu struktury genetycznej komor-
ki, a takze w badaniu dziedziczenia cech po jednym rodzicu oraz w badaniu zalez-
nosci genetyczno-ewolucyjnych (9,7,6).

Ziarna pytku, mikrogametofity roslin kwiatowych zawierajgce zredukowana, ha-
ploidalng liczbe chromosoméw stanowig najprostszy uktad do réznego rodzaju mo-
delowych badan genetycznych na poziomie molekularnym. W pytku wykazano eks-
presje dwoch grup gendéw; 60~ to geny sporofitu i 20" to geny charakterystyczne
tylko dla gametofitu (10).

W ostatnich latach nastapit szybki rozwéj technik badania DNA, struktury geno-
mu, a takze technik badania poziomu polimorfizmu DNA. Analiza polimorfizmu
kwaséw nukleinowych umozliwia nie tylko ocene zréznicowania genetycznego, ale
réwniez prowadzi do petniejszej charakterystyki materiatu roslinnego. Duzym prze-
tomem w analizie zmiennosci genetycznej byto zastosowanie reakcji PCR. Od po-
czagtke lat dziewiecdziesigtych metoda oparta na reakcji PCR jest stosowana z petnym
powodzeniem w badaniach polimorfizmu DNA u roslin (11). Jest to prosta metoda
o liczr.ych i r6znorodnych modyfikacjach. Metoda PCR jest, jak dotad, najczulsza ze
stosowanych technik detekcji poszukiwanych loci. Z dotychczasowych prac wynika,
ze stosujac techniki oparte na reakcji PCR, czy analizie powstalych fragmentéw re-
strykcyjnych, mozna z tatwoscig odrézni¢ gatunki i wykaza¢ ré6znorodnos$¢ genoty-
pow. Analizy z zastosowaniem kazdej z tych technik wymagajg w zaleznosci od ba-
danegD materialu zastosowania odpowiedniej metody izolacji DNA. Na podstawie
przeprowadzonych badan w naszych laboratoriach wykazano, ze zadna z tych tech-
nik nie daje zadowalajacych wynikbw w przypadku izolacji DNA z ziaren pyiku.
W poréwnaniu z innymi tkankami zawartos¢ DNA w pytku jest duza (od 0,01 do
1,35% suchej masy), jednak tradycyjne metody izolacji DNA zaadaptowane do eks-
trakcji DNA z ziaren pyilku nie dajg z reguly zadowalajgcych wynikéw, czyli odpo-
wiednej ilosci i jakosci DNA (12). Przyczyna tego tkwi w specyficznej budowie
ziarna pytku, przede wszystkim w budowie zewnetrznej warstwy pytku - egzyny.
Gtéwn/m sktadnikiem egzyny jest sporopolleina, jeden z najodporniejszych zwigz-
kéw na degradacje polimeréw w przyrodzie, mato wrazliwy na wysoka temperature.
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rozktad przez grzyby czy bakterie. Sporopolleina sprawia, ze $ciana pytku jest spre-
zysta, co w znacznym stopniu utrudnia wyizolowanie wysokoczgsteczkowego DNA.
W ostatnich latach pojawity sie doniesienia (13-16) z ktérych wynika, ze do badan
polimorfizmu DNA metodg PCR mogg by¢ uzyte ziarna pytku. Ten materiat roslinny
charakteryzuje sie okreslonym, stabilnym stanem fizjologicznym, i ponadto moze
by¢ przechowywany po zbiorze przez dtuzszy czas w temp. -20°C przy uzyciu sub-
stancji higroskopijnej. Do analizy wykorzystuje sie nieznaczne ilosci materiatu (20-
-100 ziaren pyiku), a obiekt badan nie ulega zadnym uszkodzeniom. Pytek zawiera
nie tylko DNA jadrowy, ale i DNA plastydowy i mitochondrialny. W ziarnach pytku
mitochondria r6znig sie wielkoscig i liczbg w zaleznosci od rozmieszczenia. W ko-
moérkach generatywnych sa znacznie mniejsze niz w cytoplazmie komorki wegeta-
tywnej. Drugim komponentem cytoplazmatycznym w pytku sg plastydy, ktére za-
wierajg chloroplastowy DNA. Pojedyncze ziarna pytku moga zawiera¢ ponad 100
plastydéw z jednym genomem chloroplastowym (13). Tak zatem pojedyncze ziarno
pytku zawiera obok genomu jgdrowego wiele powtorzeh genoméw mitochondrial-
nych i chloroplastowych pochodzacych z rosliny macierzystej.

Uzyskanie mieszancow miedzygatunkowych w obrebie rodzaju Lupinus napotyka
na szereg barier wynikajacych z ich r6znych zrédet pochodzenia. Prowadzone od lat
badania nad adaptacjg tubinu andyjskiego (Lupinus mutabilis) napotykaja na szereg
ktopotéw, zwigzanych z obcopylnoscia i niestabilnoscig plonowania. (17-19). W celu
rozwigzania tego problemu podjeto miedzy innymi prébe otrzymania mieszancow
miedzygatunkowych (20). W toku dalszych prac okazato sie jednak, ze wprawdzie
nasiona po skrzyzowaniu tubinu andyjskiego z gatunkami nalezacymi do sekcji Al-
bus uzyskuje sie stosunkowo tatwo, to trudnos¢ stwarza ocena morfologiczna otrzy-
manego potomstwa. Stato sie to bodzcem do podjecia badan majacych na celu po-
szukiwanie markeréw molekularnych, ktére niezaleznie od warunkéw srodowiska
pomogtyby w identyfikacji materiatéw kolekcyjnych posiadanych mutantéw czy mie-
szancow (21,22).

Do petnej charakterystyki kolekcji tubinu andyjskiego i jego mieszancéw podije-
to prébe zbadania polimorfizmu DNA przy wykorzystaniu w reakcji PCR samej za-
wiesiny pylku bez izolacji DNA.

2. Materiaty i metody

Materiat stanowity ziarna pytku zebrane z kwitngcych roslin na poletkach
w Zaktadzie Doswiadczalnym Swojec (AR Wroctaw) w sezonie wegetacyjnym 1999 r.
Pytek pozyskiwano z zebranych kwiatow, ktére suszono w temperaturze pokojowej
przez 24 h, nastepnie wytrzepywano pylek z przesuszonych pylnikdw i umieszczano
go w szklanych lub plastikowych probéwkach, ktére przechowywano przez rok
w temperaturze -20°C nad chlorkiem wapnia lub zelem krzemionkowym.
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Wykorzystanie pylku do badania zréznicowania genetycznego

Tabela 1
Charakterystyka materiatu stanowigcego Zrédio pytku
Numer ) . Oznaczenie
) Gatunek/mieszaniec K Uwagi
préby materiatu
1 Lupinus mutabilis Mut-45 Mutant z populacji 21756 (SHR Wiatrowe 098902) po traktowaniu
nasion dawka 200 Gy
2 L. mutabilis Mut-628 Mutant z populacji 21756 (SHR Wiatrowe 098902) po traktowaniu
nasion dawka 400 Gv '“zcs
3 L. mutabilis XM-5 Wyselekcjonowana populacja w Niemczech
4 L. mutabilis LM-34 Wyselekcjonowana populacja z Francji
5 L. mutabilis LM-13 Wyselekcjonowana populacja z Francji
6 L. mutabilis KW Mutant epigonalny Roemera (Niemcy) otrzymany po dziataniu EMS
7 L. albus cv. ‘Wat 520 Odmiana uprawna Wat
8 L. graecus 562 095606 SHR Wiatrowe
9 L. termis 518 530 095631 SHR Wiatrowe
10 L albus x L. mutabilis 522 Forma mateczna — L. albus Wat, forma ojcowska — mutant z po-
Mut-136 pulacji 21756 po dawce 400 Gy "Cs
11 L. mutabilis XM-5 x 546 Forma mateczna L. mutabilis populacja XM-5 x 546 L. vavilovii
L. vavilovii 519 (095631 SHR Wiatrowe)

Do badan wybrano 11 préb przechowywanego pytku z roslin, wéréd ktérych wie-
kszos¢ nalezata do przedstawicieli Luptnus mutabilis Sweet, oraz gatunkoéw z sekcji
Albus (Liipinus albus, L. graecus, L termis, L vavilovii). W dwoch przypadkach pytek po-
chodzit z mieszanncéw miedzygatunkowych. W tabeli | podano charakterystyke ma-
teriatu, z ktérego pobierano pylek do badan.

Do reakcji PCR stosowano nastepujgce startery oznaczone jako:

S - 5' GAG GAA GAA TAT GAA AAA GAGAAA 3
S-8 - 5 GGT AGG GTT CTA TAG TTG TTGTTT 3
nad 9-1 - 5 ATT GGA AGA GAA GAA GCG GAACT 3
nad 9-2 - 5 AGG ATT TCC TAT TGA TTT GTG CC 3
PSST-1 - 5 GAC CAT GGC TCT TCT AAC AAG AAC G 3
PSST-2 - 5 AGA GGA GGG GCG ATT TTATT 3

R1 - 5 TTG ATG ATA ACT TGA GGG ATCG 3
R1 - 5 GAA CAT CTA AGG GGA TGA GAGAC 3
S1 - 5 CTA GAA GGA CAA GTT AGT TTTGGA 3
S-2 - 5 TTT GGA GGT AGT TTG GGA CTA GGA 3

Do analizy DNA metoda PCR pobierano okoto 20 ziaren pyitku. W uzasadnionych
przypadkach prowadzono takze reakcje reamplifikacji. Sktad mieszaniny reakcyjnej
w 25 ml byt nastepujacy: zawiesina pytku w wodzie - 5 pl, 10 x stezonego buforu
do PCR z (NH4)2S04 - 2,5 pl 25 mM MgCI2 (MBI Fermentas) - 2,5 pl, 2,5 mM mie-
szaniny dNTP - 2,5 pl, po 2 pl starteréw (10 pM), | U polimerazy firmy Fermentas
0 stezeniu 5U/pl.

W przypadku zastosowania starterdw nad9 i PSST, ich stezenie wyjsciowe wyno-
sito 5 pM.

Profil termiczny dla starteréw S-1/S -2, RI/R 1l oraz S 1l i S 8 by} nastepujacy:
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96°C - 10 min, 72°C - pauza i 45 cykli: 94°C - | min, 65°C - 1 min, 72°C -
I min 30 s, 72°C - 10 min.

Natomiast profil termiczny dla starteréw nad9 obejmowat:

97°C - 10 min, 72°C - pauza i 30 cykli: 95°C - | min, 55°C - | min, 72°C -
2 min, 72°C - 10 min.

Profil termiczny dla starteréw PSST przedstawiat sie nastepujaco:

95°C - 5 min, 72°C - pauza i 30 cykli: 95°C - | min, 55°C - | min, 72°C -
1 min, 72°C - 3 min.

Amplifikacje prowadzono w termocyklerze firmy Biometra.

Produkty amplifikacji rozdzielano na 1% zelu poliakrylamidowym z 4% zelem za-
geszczajgcym o rozmiarach 20 x 20 cm w buforze TBE (23) okoto 3,5 godz. przy
20 mA. Na zel naktadano przewaznie 15 pl mieszaniny PGR badanych préb oraz
wzorzec MI - pUC-19/Msp ! (firmy DNA Gdanisk). Po rozdziale zel utrwalano
1 godz. w mieszaninie 10% etanolu i 30% kwasu octowego i nastepnie przemywano
3%x10 min woda dejonizowang. Po tym czasie zel zanurzano na 10 min w 1% HNO3
i ptukano kolejno 5 min w wodzie dejonizowanej, a nastepnie | godz. w 0,2% AgNO03
zawierajacym 1| pl/ml 37% formaldehydu. Nastepnie zel ponownie ptukano 5 min
w H20. Prazki uwidaczniano w 5% Na2C03 zawierajacym 0,5 pl/ml 37% formaldehy-
du. Po wybarwieniu zel przemywano 10% kwasem octowym i fotografowano w apa-
racie BioDoc firmy Biometra.

3. Wyniki i dyskusja

Zastosowanie zawiesiny pytku do reakcji PGR umozliwia wykrycie zaréwno poli-
morfizmu DNA badanych materiatdw, jak i detekcje poszczegdlnych genéw zardow-
no kodowanych przez jagdrowy DNA jak i mitochondrialny DNA.

W niektorych przypadkach w celu lepszej wizualizacji wynikéw konieczny byt
jak sie okazato zabieg reamplifikaciji. jest to zilustrowane na rysunku ! (A. amplifika-
cja, B. reamplifikacja). Startery zastosowane do amplifikacji DNA (S-1/S-2) obejmujg
ekson 11 genu prosysteminy. Obraz zr6znicowania materiatu przejawiajgcy sie w am-
plifikacji r6znej wielkosci fragmentdow (rys. 1) DNA wskazuje, ze ten fragment genu
w przypadku przedstawicieli tubinéw sekcji Albus jak réwniez réznych genotypoéw
L mutabilis jest bardzo zr6znicowany. Znaczne podobieristwo w wielkosci i rozktadzie
amplifikowanych fragmentéw wykazuje tylko pytek L. albus odmiany Wat i L. albus
Wat bedacy formg mateczng w mieszancu z L mutabilis Mut-136. Na zr6znicowanie
genetyczne materiatlu wskazujg rowniez obrazy produktéw amplifikacji otrzymane
przy zastosowaniu pojedynczych, losowych (random) starteréw oznaczonych jako
S-8i S 1l (rys. 2,3). Pewne podobiernstwo przy zastosowaniu startera S-8 jest widocz-
ne dla L mutabilis Mut-628 i LM-34, natomiast przy starterze S-ll takie podobienstwo
mozna zauwazy¢ dla L mutabilis Mut-628 i XM-5.
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Wykorzystanie pytku do badania zréznicowania genetycznego
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Rys. IA. amplifikacja; IB. reampliflkacja. Obraz amplifikacji rejonu genu prosysteminy (eksonu 11)
przy zastosowaniu do reakcji PCR pytkéw starteréw SI/SIl. | - L. termis, 2 - L mutabilis XM-5 x L vavi-
lovii,3 - L. flffai/s odmiana Wat, 4 - L albus x L mutabilis Mut-136, 5 - L mutabilis Mut-45, 6 - L muta-
bilis Mut-628, 7 - L. mutabilis XM-5, 8 - L mutabilis LM-34, 9 - L graecus, 10 - L. mutabilis KW, 11 -
L mutabilis LM-13; M - marker mas czasteczkowych DNA.

n 109 8 7 6 5 4 3 2 1 M <Py

'501
404
'331

Rys. 2. Obraz powstawania polimorficznych frag-
mentéw przy zastosowaniu do reakcji PCR pytkéw
startera S8. | - L. termis, 2 - L. mutabilis XM-5 x
L. vavilovii, 3 - L. albus odmiana Wat, 4 - L. albus x
L. mutabilis Mut-136, 5 - L mutabilis Mut-45, 6 -
L. mutabilis Mut-628, 7 - L mutabilis XM-5, 8 - L mu-
tabilis LM-34, 9 - L. graecus, 10 - L. mutabilis KW , 11
- L mutabilis LM-I3-, M - marker mas czasteczko-
wych DNA.
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Rys. 3. Obraz powstawania polimorficznych frag-

mentéw przy zastosowaniu do reakcji PCR pytkéw

startera SIl. | - L. tennis, 2 - L mutabilis XM-5 x

1901 L vavilovii, 3 - L albus odmiana Wat, 4 - L albus x

L mutabilis Mut-136, 5 - L mutabilis Mut-45, 6 -
L mutabilis Mut-628, 7 - L mutabilis XM-5, 8 - L
mutabilis LM-34, 9 - L. graecus, 10 - L. mutabilis KW,
11 - L mutabilis LM-13; M - marker mas czastecz-
kowych DNA.

147.

Bogaty obraz produktéw otrzymanych po amplifikacji przy zastosowaniu wyso-
kiej temperatury annealing sugeruje, ze amplifikacji mogty podlega¢ nie tylko se-
kwencje niekodujgce, ale rowniez i kodujgce. Uzyskane wyniki wskazujg rowniez na
mozliwos¢ wykorzystania pojawiajgcych sie fragmentéw do przygotowania starte-
row typu SCAR czy CAPS.

Brak polimorficznych prazkéw obserwuje sie w zasadzie przy zastosowaniu star-
terow R1/R2 (rys. 4), za pomoca ktérych amplifikuje sie fragment wielu kopii 18S
rRNA kukurydzy. Nalezy podkresli¢, ze w odréznieniu od poprzednio uzytych starte-
row, w tym przypadku obraz jest praktycznie identyczny u wszystkich badanych
tubindbw, a roznice dotyczg tylko intensywnosci poszczegoblnych prazkéw. Stosun-
kowo bogaty obraz amplifikowanych fragmentéw w przypadku badanych tubinéw
moze by¢ wynikiem niewtasciwie dobranego profilu amplifikacji przy uzyciu tych
starteréw.

M 23 4 5 67 89 10 11
G
501
404-

331-

242- Rys. 4. Obraz amplifikacji fragmentéw genéw 18S
rRNA przy zastosowaniu do reakcji PCR pyilkéw star-
terow RI/RIl. 1 - L terniis, 2 - L mutabilis XM-5 x
L vavilovii, 3 - L albus odmiana Wat, 4 - L albus x
L. mutabilis Mut-136, S - L mutabilis Mut-45, 6 - L
mutabilis Mut-628, 7 - L. mutabilis XM-5, 8 - L. muta-
bilis LM-34, 9 - L. graecus, \O - L. mutabilis KW, 11
- L. mutabilis LM-13; M - marker mas czasteczko-
wych DNA.
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Rys. 5. Obraz amplifikacji 396 pz fragmentu genu
podjednostki PSST mitochondrialnego kompleksu !
przy zastosowaniu do reakcji PCR pytkéw starterow;
PSST-1, PSST-2. 1 - L. termis, 2 - L. mutabilis XM-5 x
L vavilovii, 3 - L albits odmiana Wat, 4 - L albus x
L mutabilis Mut-136, 5 - L. mutabilis Mut-45, 6 -
L. mutabilis Mut-628, 7 - L mutabilis XM-5, 8 - L.
mutabilis LM-34, 9 - L.graecus, 10 - L mutabilis KW,
11 - L. mutabilis LM-13; M - marker mas czastecz-
kowych DNA.

Na tle tych wynikdéw, zupetnie odmiennie przedstawia sie obraz amplifikacji
fragmentu 396 pz genu podjednostki PSST, kodowanej przez jadro, a bedacej skiad-
nikiem mitochondrialnego kompleksu 1 Tak, jak wida¢ na rysunku 5 z wyjatkiem
pytku mieszanca L. mutabilis Mut-45 x L. vavilovii, wszedzie powstaje jeden fragment
0 oczekiwanej wielkosci. Po reamplifikacji pytku mieszarica L mutabilis Mut-45 x L. vavi-
lovii pojawia sie wlasciwy produkt obok produktu niespecyficznego. Dowodzi to, ze
pomimo zréznicowania genetycznego badanych materiatéw, wszedzie namnazany
fragment podjednostki PSST jest jednakowej wielkosSci.

Podobnie przedstawia sie obraz amplifikacji mitochondrialnego genu nad9, kt6-
rego produkt ekspresji jest skiadnikiem mitochondrialnego kompleksu | (rys. 6),
wszedzie powstaje jeden produkt z wyjatkiem pytku mieszanca XM-5 x L. vavilovii
| samego XM-5. Po reamplifikacji pojawiajg sie odpowiednie produkty, chociaz mo-
zna zauwazy¢ inne produkty amplifikacji. Mniejsza intensywnos¢ produktu amplifi-
kacji o wielkosci 670 pz obserwowana u wiekszosci badanych tubinbw moze Swiad-
czy¢ o roznej zawartosci mitochondriéw w badanych pytkach. Wynik analizy $wiad-

2711 10 9 87 654

Rys. 6. Obraz amplifikacji mitochondrialnego
genu nad9 kodujgcego podjednostke mitochondrial-
nego kompleksu | przy zastosowaniu do reakcji PCR
pytkéw starteréw: nad9-l, nad9-2. | - L termis, 2 -
L mutabilis XM-5 x L vavilovii, 3 - L albus odmiana
Wat, 4 - L albus x L mutabilis Mut-136, 5 - L muta-
bilis Mut-45, 6 - L. mutabilis Mut-628, 7 - L mutabi-
lis XM-5, 8 - L. mutabilis LM-34, 9 - L.graecus, 10 -
L. mutabilis KW, 11 - L. mutabilis LM-13; M - mar-
ker mas czasteczkowych DNA (wyniki umieszczone
w $ciezce 2 i 7 potozonej przed Sciezkg 11 dotyczg
reamplifikacji).
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czy jednak, ze rowniez i w tym przypadku namnaza sie produkt o wtasciwej wielko-
éci dla genu nad9.

4. Whnioski

Na podstawie uzyskanych wynikbw mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie do reak-
cji PCR samej zawiesiny pytku daje wtasciwe produkty amplifikacji zarbwno w przy-
padku starteréw losowych, jak i starterow amplifikujgcych okreslone fragmenty
genu lub caly gen.

Analizy przy zastosowaniu techniki PCR bezposrednio na pyilku potwierdzity
w przypadku niektérych badanych tubinéw réznice fenotypowe obserwowane po-
miedzy populacjami i mutantami tubinu andyjskiego {Lupinus mutabilis Sweet), oraz
wybranymi przedstawicielami gatunkéw sekcji Albus.

Metoda badania polimorfizmu przy zastosowaniu zawiesiny pytku stwarza duze
mozliwosci do rozréznienia populacji i mutantéw tubinu andyjskiego przy zastoso-
waniu odpowiednich starteréw.
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