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Analiza podobienstwa genetycznego odmian
orkiszu (Triticum aestivum ssp. spelta L.)
za pomocg markerow RAPD

Assessment of genetic similarity of spelt (Triticum aestivum ssp. spelta L.) cultivars
based on RAPD markers

W pracy przedstawiono analiz¢ podobienstwa genetycznego 8 odmian pszenicy orkisz (Triticum
aestivum ssp. spelta L.) za pomocg markerow RAPD. Dla 17 wyselekcjonowanych starterow uzyskano
175 produktow, z ktorych 80 bylo polimorficznych, zas 7 specyficznych dla pojedynczych obiektow.
Srednie podobienstwo genetyczne okreslone pomiedzy parami wszystkich badanych form wyniosto
0,868. Na podstawie matryc indekséw podobiefistwa genetycznego wykonano analiz¢ skupien metoda
Srednich potaczen UPGMA. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze analizowane
odmiany orkiszu charakteryzowaty si¢ wysokim podobienstwem genetycznym.

Stowa kluczowe: podobienstwo genetyczne, RAPD, Triticum aestivum ssp. spelta L.

The paper contains an analysis of genetic similarity of 8 Triticum aestivum ssp. spelta cultivars
done using RAPD markers. Seventeen selected primers produced 175 fragments, out of which 80 were
polymorphic and 7 were genotype-specific. RAPD-based genetic similarity was estimated to be
between 8.851 and 0.913. The mean genetic similarity was calculated at 0.868. Genetic similarity
matrix was applied for cluster analysis through UPGMA method. The data obtained indicate that the
analyzed spelt cultivars are characterized by high similarity.

Key words: genetic similarity, RAPD, Triticum aestivum ssp. spelta L.

WSTEP

Triticum aestivum ssp. spelta L. jest podgatunkiem pszenicy zwyczajnej, nalezy do
grupy pszenic heksaploidalnych (2n =42) oplewionych o famliwej osadce ktosowe;j. Orkisz
jest gatunkiem odpornym na choroby i inne niekorzystne czynniki siedliska. Ziarno orkiszu
W poréwnaniu z pszenicg ozimg zawiera na ogédt wigcej biatka, jest bogate w cynk, miedz

35



Sylwia Okon ...

i selen (Baumagirtel-Blaschke, 1991). W skladzie kwasow tluszczowych przewaza kwas
linolowy. Ponadto zawiera witaminy z grupy A, E i D (Grela i in., 1993).

W ostatnich latach markery molekularne znalazty szerokie zastosowanie w hodowli
roslin. Sg one wykorzystywane w ocenie podobienstwa genetycznego, ale takze w selekcji
i identyfikacji pozadanych form, ocenie czystoSci materialu siewnego oraz w
potwierdzeniu skutecznosci krzyzowan (Sztuba-Solinska, 2005; Virk i in., 1995).
Podobienstwo genetyczne oceniane jest przede wszystkim na podstawie markeréw
molekularnych, ktore umozliwiaja szybka identyfikacje polimorfizmu DNA (Achleitner i
in., 2008; Cheng i Huang, 2009; Ikegami, 2009). Jedng z metod bardzo cz¢sto wykorzy-
stywang do analiz genomoéw roslin jest RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Williams i in., 1990). Technika ta jest prosta i efektywna metoda, pozwalajaca na szybkie
oszacowanie podobienstwa genetycznego wielu gatunkéw roslin (Marillia i Scoles, 1996;
Drossou i in., 2004; Kochieva i in., 2004; Vinod i in., 2007).

Celem prezentowanej pracy byla analiza podobienstwa genetycznego 8 odmian orkiszu
(Triticum aestivum ssp. spelta L.) w oparciu o markery RAPD.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byto 8 odmian pszenicy orkisz (Triticum aestivum ssp. spelta):
Frankenckorn, Badengold, Schwanenspelz, Oberkulmer, Ostro, Ceralio, Schwaberncorn
Dinkel, Spelt ILN.Z. Odmiany te r6znig si¢ miedzy sobg morfologicznie i zostaty wybrane
do analiz molekularnych na postawie wstgpnych obserwacji prowadzonych w Katedrze
Ekologii Rolniczej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. DNA z badanych odmian
wyizolowano z kilkudniowych siewek zgodnie z metodg CTAB (Doyle i Doyle, 1987).
Reakcje PCR prowadzono zmodyfikowang metoda Williamsa i wsp. (1990). W sktad
mieszaniny reakcyjnej o objetosci 15ul wehodzity: 1 x bufor do PCR (10 mM Tris pH 8,8,
50 mM KCl, 0,08% Nonidet P40) (Fermentas, Litwa), 160 uM kazdego dNTP, 5,3 pM
startera, ImM MgCl,, 60 ng genomowego DNA, 0,4 U Tag DNA Polymerase (Fermentas,
Litwa). Reakcje amplifikacji przeprowadzano na termocyklerze Thermalcycler T1
Biometra dla dwoch préob DNA z kazdej odmiany, jednocze$nie prowadzac reakcje
kontrolng bez matrycy DNA. Zastosowano nastgpujacy profil termiczny: wstepna
denaturacja przez 3 min. w 94°C, 44 cykle: 94°C — 45 s, 37°C — 455, 72°C — 45 s,z
koncowg inkubacja 7 min. w 72°C. Produkty reakcji rozdzielano na 1,5% zelu
agarozowym, zawierajacym bromek etydyny. Zele pod$wietlano na transiluminatorze i
fotografowano wykorzystujac systemem dokumentacji zeli Poly Doc.

W analizie polimorfizmu obecno$¢ lub brak prazka traktowano jako pojedyncza ceche
i przypisywano jej odpowiednio wartos¢ 1 lub 0. Podobienstwo genetyczne (SI —
similarity index) pomigdzy parami wszystkich badanych form oszacowano zgodnie z
formulg Dice’a (Neii Li, 1979). W oparciu o matryce¢ SI wykonano analiz¢ skupien metoda
srednich potaczen UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic average)
stosujac program NTSYS-pc 2.10q (Rohlf, 2001).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Sposrod przeanalizowanych 40 starterow RAPD do analiz wybrano 17 generujacych
stabilne i polimorficzne wzory prazkow (rys. 1). Przeprowadzono reakcje z tymi starterami
dla badanych odmian orkiszu. Catkowita liczba uzyskanych fragmentow wynosita 175.
Liczba fragmentdw generowanych przy uzyciu jednego startera wahata si¢ od 7 dla
starterow A16, G10, i JO5 do 16 dla startera F14. Srednio na jeden starter przypadato 10,3
amplifikowanych odcinkow DNA, za§ na jedng odmiang 21,9 amplikonéw. Liczba
prazkow polimorficznych uzyskanych w wyniku reakcji PCR wyniosta 80. Sun i wsp.
(1998) za pomocg marker6w RAPD analizowali 46 genotypow pszenicy, wsrod ktorych
zalazly si¢ zardOwno odmiany pszenicy zwyczajnej, jak i genotypy pszenicy orkisz. Autorzy
wykorzystali 26 starterow, ktore inicjowaty amplifikacje¢ 279 prazkow, z ktorych 182 byto
polimorficznych. Na pojedynczy starter przypadato od 2 do 20 takich produktéw. Srednio
na starter autorzy uzyskali 7 polimorficznych produktéw. W badaniach wiasnych
pojedynczy starter inicjowal amplifikacje od 2 (A16 i W02) do 12 (F14) produktow
polimorficznych. Srednio na pojedynczy starter przypadato 4,7 polimorficznych
fragmentow, za$ na pojedynczy genotyp 10. Frekwencja prazkow polimorficznych wahata
sic¢ od 22,2% dla startera W02 do 73,3% dla startera F14. Rozmiary prazkow
polimorficznych wahaty si¢ od 190 do 2000 par zasad. Du i wsp. (2002) do analizy
zmiennosci genetycznej orkiszu wykorzystali markery ISSR. Autorzy analizowali 47
genotypow pszenicy, w tym 10 form orkiszu. Wyselekcjonowali oni 33 startery ISSR, ktore
generowaly 238 prazkoéw, wsrdd ktorych 207 byto polimorficznych.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 K M

Oznaczenia: M — marker wielko$ci, K — kontrola negatywna, 1 — Frankenckorn, 2 — Badengold, 3 — Schwanenspelz,
4 — Oberkulmer, 5 — Ostro, 6 — Ceralio, 7 — Schwaberncorn Dinkel, 8 — Spelt I.N.Z., kazdy genotyp w dwoch
powtorzeniach.207 byto polimorficznych
Rys. 1. Rozdzial produktéw RAPD ze starterem A05
Descriptions: M— size marker, K — negative control, 1 — Frankenckorn, 2 — Badengold, 3 — Schwanenspelz, 4
— Oberkulmer, 5 — Ostro, 6 — Ceralio, 7 — Schwaberncorn Dinkel, 8 — Spelt LN.Z., each genotype in two replications
Fig. 1. Resolution of RAPD products obtained with A0S primers
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Liczba wszystkich profili prazkow, czyli liczba réznych kombinacji fragmentow DNA
uzyskanych dla poszczegoélnych odmian przy udziale badanych starterow wyniosta 93.
Startery generowaty od 3 do 7 profili, $rednio 5,5 na starter i 11,6 na genotyp. Zaden z
analizowanych starterow nie generowat profili specyficznych dla wszystkich badanych
odmian (tab. 1).

Tabela 1
Charakterystyka starter6w RAPD
Characteristics of RAPD primers
Liczba prazkow Frekwencja Zakres
Number of bands prazkow Liczba profili . .
. . i wielkosci
Starter Sekwencja startera . polimorficznych prazkow s
. . . polimorficz- : prazkow (pz)
Primer Primer sequence catkowita Polymorphic Number of
nych Range of band
total . | bands frequency | band profiles :
polymorphic %) size (bp)
A05 AGGGGTCTTG 8 5 62,5 7 580-1600
A07 GAAAAGGGTG 12 5 41,6 7 500-1300
A08 GTGACGTAGG 10 4 40 6 250-1600
Al2 TCGGCGATAG 9 3 333 5 530-1800
Al6 AGCCAGCGAA 7 2 28,6 3 320-1200
Al7 GACCGCTTGT 10 4 40 6 600-1900
Al19 CAAACGTCGG 10 5 50 7 190-1100
F14 TGCTGCAGGT 16 12 73,3 7 250-1900
G4 GGAGTACTGG 13 9 69,2 7 300-2000
G10 CCGATATCCC 7 4 57,1 5 600-1800
H20 GGGAGACATC 12 4 333 5 200-1600
JO5 CTCCATGGGG 7 4 57,1 3 850-1700
J10 AAGCCCGAGG 14 5 35,7 7 290-1600
T2B CTACACAGGC 9 3 333 5 200-2000
U250 CGACAGTCCC 10 3 30 3 380-1500
U295 CGCGTTCCTG 12 6 50 7 300-1500
W2 ACCCCGCCAA 9 2 22,2 3 400-1300
Suma 175 80 45,7 93
Sum
Srednio / §taner 10.29 4770 547
Mean / primer
Srednio/genotyp
Mean / genotype 21,87 10 11,62
Tabela 2
Produkty specyficzne dla poszczegolnych odmian
Genotype - specific RAPD products
Odmiana Produkty specyficzne
Cultivar Specific products
Frankenckorn A16(4), U295(4), G4(8), G4(13)
Schwanenspelz A08(8), F14(5),

Schwaberncorn Dinkel

G4(12)

Sposrod 8 analizowanych w prezentowanej pracy odmian orkiszu trzy odmiany moga
by¢ zidentyfikowane przez obecnos¢ unikalnych markeréw RAPD. Lacznie uzyskano 7
specyficznych produktow generowanych przez 5 starterow RAPD. Liczba specyficznych
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produktow wahata sie od 1 do 3 dla pojedynczego startera. Srednio na starter przypadato
0,4 produktow specyficznych, za$ na genotyp 0,9. Odmiana Frankenckorn moze by¢
zidentyfikowana przez obecno$¢ 4 specyficznych markerow RAPD. Odmiang Schwa-
nenspelz mozna zidentyfikowa¢ za pomocg dwoch specyficznych markerow, odmiang
Schwaberncorn Dinkel za pomocg jednego takiego produktu (tab. 2).

Wyniki badan polimorfizmu markeréw RAPD odmian orkiszu stanowity podstawe do
utworzenia matrycy indeksow podobienstwa genetycznego Dice’a (tab. 3).

Tabela 3
Matryca indekséw podobienstwa odmian orkiszu okreslonych na podstawie polimorfizmu markeréow
RAPD
The matrix of similarity indices for spelt cultivars determined based on RAPD markers polymorphism
Odmiana Franken- Schwa- . Schwabern-
Cultivar ckomn Badengold nenspelz Oberkulmer|  Ostro Ceralio com Dinkel Spelt LN.Z.
Frankenckom
Badengold 0,905
Schwanenspelz 0,851 0,851
Oberkulmer 0,851 0,851 0,866
Ostro 0,851 0,851 0,866 0,925
Ceralio 0,851 0,851 0,903 0,866 0,866
Schwaberncorn Dinkel 0,851 0,851 0,866 0,889 0,889 0,866
Spelt ILN.Z. 0,851 0,851 0,866 0,889 0,889 0,866 0,923
eralio
Oberkulmer
Ostro
Spelt_ IN.Z

T T T LI I B e B B I B S S S B 5 DAL LN B B B B S B S S py S ey |
0540 0351 0362 0573 0534 0396 0507 0818 0939 0540
Coefficient

Rys. 2. Dendrogram odmian orkiszu uzyskany metoda UPGMA w oparciu 0 markery RAPD
Fig. 2. UPGMA dendrogram for spelt cultivars obtained based on RAPD markers
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Wartos¢ indekséw podobienstwa wahata si¢ od 0,851 do 0,913, a srednio wynosita 0,868.
Najwigksze podobienstwo do wszystkich pozostalych odmian wykazaly odmiany
Oberkulmer, Ostro, Schwaberncorn Dinkel i Spelt I.N.Z., najmniejsze za$ odmiany
Frankenckorn i Badengold. W oparciu o matryce SI wykonano analiz¢ skupien metoda
UPGMA (rys. 2). Na uzyskanym dendrogramie wyr6ézni¢ mozna trzy grupy skupien.
Pierwsza obejmuje odmiany Frankenckorn i Badengold, druga Schwanenspelz i Ceralio.
W trzeciej grupie skupien wspolnej klasteryzacji ulegly odmiany Oberkulmer, Ostro,
Schwaberncorn Dinkel i Spelt [LN.Z. Odmiany znajdujace si¢ w tej grupie skupien mozna
podzieli¢c na dwie podgrupy, pierwszg tworzg odmiany Oberkulmer i Ostro, druga
Schwaberncorn Dinkel i Spelt LN.Z. Sun i wsp. (1998) stwierdzili, ze analizowane przez
nich genotypy orkiszu charakteryzowaty si¢ wigkszym zréznicowaniem genetycznym,
anizeli genotypy pszenicy zwyczajnej. Autorzy stwierdzili podobnie jak Du i wsp. (2002),
ze na uzyskanym dendrogramie badane linie orkiszu tworzyly odrgbng grupe skupien.
Oceng zrdéznicowania genetycznego orkiszu przeprowadzono réwniez stosujac markery
SSR. Yang i wsp. (2005) analizowali za pomoca markero6w mikrosatelitarnych genotypy
pszenicy heksaploidalnej. Autorzy analizujac 20 odmian 7. aestivum, 13 form T. spelta i
11 genotypow T.compactum. wykazali, ze pszenica orkisz charakteryzowala si¢
najwigkszym sposrod badanych obiektow zroznicowaniem genetycznym.

WNIOSKI

1. Badane odmiany orkiszu charakteryzowaty si¢ wysokim podobienstwem genetycz-
nym.

2. Za pomoca wybranych starterow mozliwa byla identyfikacja 6 sposréd 8 badanych
odmian orkiszu.

3. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze najwigksze podobienstwo do
wszystkich pozostatych odmian wykazaly odmiany Oberkulmer, Ostro, Schwabern-
corn Dinkel i Spelt .LN.Z., najmniejsze za§ odmiany Frankenckorn i Badengold.
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