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Wykorzystanie markerow RAPD do oceny
zroznicowania genotypowego polskich odmian
pszenzyta 0zimego

The application of RAPD markers to estimation of genotypic diversity of Polish
winter triticale cultivars

Celem pracy byta ocena zréznicowania genotypowego 22 polskich odmian pszenzyta ozimego za
pomoca markeréow RAPD. Oceng polimorfizmu mi¢dzyodmianowego przeprowadzono w oparciu o 15
starterow RAPD, ktore zostaly wyselekcjonowane sposrod 48 wstepnie testowanych na pigciu
genotypach pszenzyta ozimego. Wybrane oligonukleotydy amplifikowaty tacznie 135 fragmentow
DNA, z ktérych 87 (64,44%) byto polimorficznych. Warto$¢ indeksow podobienstwa genetycznego
wynosita $rednio 0,862 i wahata si¢ od 0,734 pomiedzy odmianami Malno i Tewo do 0,903 migdzy
odmianami Marko i Fidelio. Najwigkszy dystans genetyczny w stosunku do pozostatych odmian
stwierdzono u odmiany Tewo (0,785), a najbardziej podobna do wszystkich odmian okazata si¢
odmiana Fidelio (0,855). Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono niewielkie
zréznicowanie genotypowe analizowanych odmian pszenzyta ozimego.

Stowa kluczowe: markery RAPD, pszenzyto, zréznicowanie genotypowe

The aim of this study was estimation of genotypic diversity of 22 Polish winter triticale cultivars
based on RAPD markers. The estimation of intercultivar polymorphism was carried out basing on 15
RAPD primers, which were selected among 48 primers tested on 5 winter triticale genotypes. The
chosen oligonucleotides generated 135 fragments of DNA, 87 of them (64.44%) were polymorphic.
The mean value of similarity index was 0.862 and fluctuated from 0.734 between cv. Malno and cv.
Tewo to 0.903 between cv. Marko and cv. Fidelio. The highest average genetic distance to all examined
cultivars was observed in the cv. Tewo (0.785), the cv. Fidelio was the most similar to other cultivars.
On the base of obtained results a low level of genotypic diversity was stated among the studied winter
triticale cultivars.
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WSTEP

We wspotczesnej hodowli roslin i nasiennictwie coraz czes$ciej wykorzystywane sa
techniki biologii molekularnej oparte na analizie DNA, ktore s3 szybkie idaja
jednoznaczne wyniki. Wigzg si¢ one z wykorzystaniem markerow DNA, przedsta-
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wiajacych polimorfizm na poziomie DNA. Ponadto markery DNA dziedzicza si¢ zgodnie
z prawami Mendla i nie podlegaja modyfikujacemu wptywowi czynnikow $rodowiska.
Zastosowanie markeréw DNA jest bardzo szerokie i umozliwia migdzy innymi: oceng
zmienno$ci genetycznej materiatdow hodowlanych, identyfikacj¢ odmian, dobor
wlasciwych komponentow do krzyzowan, potwierdzenie mieszancowego charakteru
uzyskanego potomstwa, identyfikacje i selekcj¢ pozadanych form, czy tez przewidywanie
efektu heterozji (Wolko, Bartkowiak-Broda, 1997; Broda, 2000; Masoj¢ 2000; Milczarski
1in., 2001; Stojatowski i Goral, 2002; Twardowska i in., 2002; Tyrka, Kociuba, 2002;
Broda, Wojciechowski, 2004; Tams i in., 2004, 2005).

U zbdz do identyfikacji materiatdw hodowlanych i oceny zréznicowania genetycznego
wykorzystuje si¢ migdzy innymi technik¢ RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Williams 1 in., 1990). Ten system markerowy, oparty na tancuchowej reakcji polimerazy
z uzyciem starteréw o dtugosci 10 nukleotydow, umozliwia diagnozowanie tozsamos$ci
genetycznej przy uzyciu niewielkich ilo$ci materialu ro§linnego. Za wykorzystaniem tej
techniki na szerokg skal¢ przemawiajg stosunkowo niski koszt oraz prosta procedura
analiz. Jednak nie wszystkie amplifikowane fragmenty sg stabilne i powtarzalne, co
wskazuje na konieczno$¢ wstepnej selekcji starterow generujacych prazki markerowe
(Williams 1 in., 1990; Masoj¢, 2000; Milczarski iin., 2001; Stojatowski i Goral, 2002;
Twardowska i in., 2002).

Celem pracy byta wstepna ocena zrdéznicowania genotypowego krajowych odmian
pszenzyta ozimego za pomocg markerow RAPD.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowity 22 polskie odmiany pszenzyta ozimego wyhodowane
przez firmy hodowlane: DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0. oraz Hodowl¢ Roslin Strzelce
Sp. z 0.0. 1 wpisane do Rejestru Odmian w latach 1982—-1999 (tab. 1).

DNA wyizolowano zgodnie z metoda Milligana (1992) z koleoptyli 5-dniowych siewek
w dwoch powtdrzeniach dla kazdej odmiany idoprowadzono do stezenia 20 ng/ul.
Amplifikacj¢ DNA przeprowadzono wedlug zmodyfikowanej metody Williams i wsp.
(1990). W sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 15 pl wchodzity: 1x bufor do PCR (10
mM Tris pH 8,8, 50 mM KCI, 0,08% Nonidet P40) (Fermentas, Litwa), 160 uM kazdego
dNTP, 500 nM startera, 1,75 mM MgCl,, 40 ng genomowego DNA, 0,45 U Tag DNA
Polymerase (Fermentas, Litwa). Reakcje amplifikacji przeprowadzono na termocyklerze
Thermal Cycler 480 (Perkin-Elmer) dla dwoch prob DNA z kazdego genotypu, prowadzac
jednoczesnie reakcje kontrolng bez matrycy DNA. Zastosowano nastgpujacy profil
termiczny: wstepna denaturacja przez 2 minuty w temperaturze 95°C, 45 cykli: 94°C —
45s,36°C —45s, 72°C — 45s, z koncowg inkubacja przez 10 minut w temperaturze 72°C.

Sposrod wstepnie testowanych na 5 genotypach 48 starteréw do oceny polimorfizmu
wybrano 15 z nich (tab. 2). Kazdy starter sprawdzano dwukrotnie w celu potwierdzenia
powtarzalnosci uzyskanych wzorow.
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Tabela 1
Ocena podobienstwa genotypowego 22 odmian pszenzyta ozimego w oparciu o polimorfizm markeréw
RAPD i ich rodowody
Genotype similarity estimation of 22 winter triticale cultivars based on RAPD marker polymorphism,
and the pedigrees

Lp. Odmiana Rodowod odmiany***
No. Cultivar Pedigree of cultivar***
1 Tewo (D, 1991%) 0,785** (LT 392/76 x LT 363/75) x Grado
2 Tornado (S, 1996) 0,794 MAH 6353 x Mo 7877-1
3 Malno (S, 1987) 0,797 Mo 4107/78/19 x A-8-1
4 Kitaro (D, 1999) 0,812  (Moniko x Malno) x Presto
5 Moniko (D, 1990) 0,818 CT 124/76 x LT 210/74
6 Vero (D, 1992) 0,824  CT 447/77 x Lasko
7 Pinokio (D, 1996) 0,824  (135/16/82 x LT 627/80) x Dagro
8 Alzo (S, 1997) 0,825 Ugo x MAH 9531-6
9 Lamberto (D, 1998) 0,825 (CT 929/84 x Moniko) x Presto
10 Prego (D, 1992) 0,825  Lasko x C 149579
11 Grado (D, 1984) 0,826  (6A 298 x C 954/72) x LT 310/72
12 Purdy (D, 1992) 0,829  Dagro x Salvo
13 Presto (D, 1989) 0,829  Dagro x Lasko
14 Ugo (S, 1988) 0,831 (35/76-10 x AD 206) x CT 93/76
15 Prado (S, 1998) 0,833 MAH 7387-11 x MAH 7226-1
16 Moreno (D, 1992) 0,835 (LT 173/73 x Lanca) x Dagro
17 Disco (D, 1997) 0,835 (KT 77 x LT 363/75) x Dagro
18 Lasko (D, 1982) 0,837 T 57 xC 1203/67 x (Bezostaja 1 x Dankowska Poinocna) x 6 TA 206
19 Piano (D, 1998) 0,840  (CT 343/80 x L 346/80) x Grado
20 Marko (S, 1997) 0,847  Almo x CHD 782
21 Eldorado (D, 1996) 0,854  (Mtz.78/82 xLAD 627/80) x Presto
22 Fidelio (D, 1997) 0,855 (135/16/82 x L 627/80) x Presto
Srednie podobienstwo wszystkich
odmian 0,826

Mean similarity of all cultivars

* — rok rejestracji; registration year

D — DANKO Hodowla Roélin Sp z 0. o.

S — Hodowla Ro$lin Strzelce Sp z 0. o.

** __ Srednie podobienstwo badanych odmian do pozostatych; The mean similarity of the examined cultivars to other
cultivars

*** — Rodowody odmian: Listy Odmian Roslin Uprawnych (1982-1999); Pedigrees of the cultivars: Lists of Agricultural
Plants (1982-1999)

Uzyskane produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie na 1,5% zelu
agarozowym zawierajacym 0,01% bromku etydyny w buforze TBE przez 2 godziny przy
napigciu 120V. Rozdzielone fragmenty DNA podswietlano na transiluminatorze UV
i fotografowano na filmach Polaroid. Uzyskane po amplifikacji prazki DNA analizowano
przy zastosowaniu programu komputerowego Scion Imane Beta 3b. Mas¢ prazkow
okre$lano porownujac je z markerem wielko$ci GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus
(Fermentas, Litwa) wykorzystujgc program ‘Dnafrag’ wersja 3,03.

Obecnos$¢ lub brak prazka traktowano jako pojedyncza ceche¢ iprzypisywano jej
odpowiednio warto$¢ 1 lub 0. Podobienstwo genetyczne (SI — similarity index) pomig¢dzy
parami wszystkich badanych odmian szacowano zgodnie z formutg Dice, za Nei i Li
(1979).
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Tabela 2
Sekwencje starteré6w RAPD oraz charakterystyka produktow amplifikacji po ich wlaczeniu do reakeji
PCR
Sequences of RAPD primers and characteristic of amplification products of their PCR reactions

Zakres wielko$ci

Starter Liczba prazkow K

Lp.| RAPD Sekwencja 5°-3’ Number of bands R prazkow (p ?)
Y s ange of bands size (pz)

No.| RAPD Sequence 5°-3 - -

primer pohmorﬁcznych monomorﬁczqych calkowita min max

polymorphic monomorphic total

1 A-07 GAA AAG GGT G 5 2 7 320 1000
2 A-l16 AGC CAGCGA A 5 3 8 400 1800
3 D-16 AGG GCG TAA G 9 2 11 380 1500
4 F-05 CCG AATTCCC 8 3 11 420 1800
5 G-01 GGG AAT TCG G 1 5 6 480 2300
6 G-02 TGC TGC AGG T 9 3 12 340 1400
7 J-10 AAG CCC GAG G 2 7 9 380 1400
8 M-07 CCGTGA CTC A 2 6 8 480 1550
9 T-04 GTCCTC AACG 5 4 9 460 1200
10 U-02 CTGAGGTCTC 6 1 7 320 1500
11 U-225 CGACTCACAG 9 4 13 480 2900
12 U-534 CACCCCCTGC 10 2 12 480 1800
13 U-535 CCACCAACAG 3 2 5 720 1800
14 U-572 TTC GAC CATC 7 2 9 420 1800
15 U-600 GAA GAA CCGC 6 2 8 280 2800
Catkowita liczba prazkéw
Total numbers of bands 87 48 135
Srednio na starter 58 32 9

Mean per primer

Matryce SI uzyskang na podstawie analizy polimorfizmu zidentyfikowanego metoda
RAPD wykorzystano do konstrukcji dendrogramu metoda UPGMA (rys. 3) przy
zastosowaniu programu NTSY S-pc (Rohlf, 2001).

WYNIKI I DYSKUSJA

Zdaniem Twardowskiej i wsp. (2002) przydatno$¢ markerow RAPD do identyfikacji
genotypow zalezy w duzym stopniu od wybranego startera generujacego stabilne
polimorficzne produkty amplifikacji. Terzi (1998) uzyt 7 starterow RAPD do analizy
zroéznicowania 12 odmian pszenzyta. Z kolei Masoj¢ (2000) do odrdéznienia odmian Zyta,
pszenicy i pszenzyta wykorzystal 8 starterow. W przypadku niektorych gatunkéw liczba
potrzebnych starteréw moze by¢ duzo wigksza. Przyktadem moga tu by¢ badania Igbal
i wsp. (1997), ktorzy do oceny zréznicowania 23 odmian bawelny uzyli 49 starterow.

W niniejszej pracy ocen¢ polimorfizmu polskich odmian pszenzyta ozimego
przeprowadzono w oparciu o 15 starterow RAPD, ktore zostaly wyselekcjonowane
sposrod 48 wstepnie testowanych na pigciu genotypach (tab. 2). Wybrane oligonukleotydy
amplifikowaty tacznie 135 odcinkow DNA, z ktorych 87 (64,44%) bylo fragmentami
polimorficznymi. Wielkos¢ uzyskanych prazkow wahata si¢ od 280 do 2900 pz. Catkowita
liczba prazkow generowanych z zastosowaniem poszczegdlnych starterow wynosita od 5
dla startera U-535 do 13 dla U-225, przy czym S$rednio na starter przypadato 9
amplifikowanych fragmentdw. Z kolei liczba prazkéw polimorficznych wahata si¢ od 1 dla
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G-01 do 10 dla U-534. Srednia liczba prazkéw polimorficznych przypadajacych na jeden
starter wynosita 5,8 (tab. 2). Przyktadowo starter F-05 amplifikowat tacznie 11 fragmentow
DNA o wielkosci od 420 do 1800 pz. Osiem z nich byto produktami polimorficznymi,
a trzy monomorficznymi (rys. 1, tab. 2).
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Rys. 1. Fragmenty DNA amplifikowane po wlaczeniu do reakcji PCR startera RAPD — F-05
M — marker wielkosci, 1 — Prego, 2 — Moniko, 3 — Tewo, 4 — Malno, 5 — Presto, 6 — Lasko,
7 — Purdy, 8 — Ugo, 9 — Grado, 10 — Moreno, 11 — Eldorado, 12 — Fidelio, 13 — Disco,

14 — Piano, 15 — Marko, 16 — Alzo, 17 — Lamberto, 18 — Tornado, 19 — Prado, 20 — Kitaro,
21 — Vero, 22 — Pinokio, K — kontrola negatywna
Fig. 1. DNA fragments amplified after including the RAPD primer F-05 to the PCR reaction
M — size marker, 1 — Prego, 2 — Moniko, 3 — Tewo, 4 — Malno, 5 — Presto, 6 — Lasko,

7 — Purdy, 8 — Ugo, 9 — Grado, 10 — Moreno, 11 — Eldorado, 12 — Fidelio, 13 — Disco,
14 — Piano, 15 — Marko, 16 — Alzo, 17 — Lamberto, 18 — Tornado, 19 — Prado, 20 — Kitaro,
21 — Vero, 22 — Pinokio, K — negative control

Calkowita liczba prazkéw powielanych przez starter A-16 wynosita 8. Zakres wielkosci
prazkow miescit si¢ w przedziale od 400 do 1800 pz. 5 amplifikowanych fragmentoéw byto
produktami polimorficznymi, a 3 — monomorficznymi (rys. 2, tab. 2).

Gozalez i wsp. (2002), prowadzac prace majace na celu konstrukcje genetycznej mapy
pszenzyta z zastosowaniem markerow RAPD, RAMP, SSR i AFLP, otrzymali 5016
produktéow amplifikacji, z ktorych 500 (9,9%) bylo fragmentami polimorficznymi.
Podobne wyniki otrzymali réwniez Stojatowski i Goral (2002), badajac wykorzystanie
marker6w RAPD 1iISSR do réznicowania linii cms pszenzyta ozimego z cytoplazma
Triticum timopheevi. Na podstawie uzyskanych wynikoéw autorzy stwierdzili, Ze startery
RAPD ujawnity od 1 do 6 stabilnych produktow amplifikacji, z ktorych tylko 12,2% bylto
produktami polimorficznymi, natomiast startery ISSR daty od 4 do 12 powtarzalnych
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produktow, z ktorych réwniez niewielki odsetek (18,1%) stanowity produkty polimor-
ficzne umozliwiajace identyfikacje genotypow.
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Rys. 2. Fragmenty DNA amplifikowane po wlaczeniu do reakcji PCR startera RAPD — A-16
M — marker wielko$ci, 1 — Prego, 2 — Moniko, 3 — Tewo, 4 — Malno, 5 — Presto,
6 — Lasko, 7— Purdy, 8 — Ugo, 9 — Grado, 10 — Moreno, 11 — Eldorado, 12 — Fidelio,
13 — Disco, 14 — Piano, 15 — Marko, 16 — Alzo, 17 — Lamberto, 18 — Tornado,
19 — Prado, 20 — Kitaro, 21 — Vero, 22 — Pinokio, K — kontrola negatywna
Fig. 2. DNA fragments amplified after including the RAPD primer A-16 to the PCR reaction
M — size marker, 1 — Prego, 2 — Moniko, 3 — Tewo, 4 — Malno, 5 — Presto,
6 — Lasko, 7 — Purdy, 8 — Ugo, 9 — Grado, 10 — Moreno, 11 — Eldorado, 12 — Fidelio,
13 — Disco, 14 — Piano, 15 — Marko, 16 — Alzo, 17 — Lamberto, 18 — Tornado,
19 — Prado, 20 — Kitaro, 21 — Vero, 22 — Pinokio, K — negative control

Wartos¢ indeksow podobienstwa (SI) dla wszystkich badanych odmian pszenzyta
ozimego byta wysoka i wahata si¢ od 0,734 pomiedzy odmianami Malno i Tewo do 0,903
miedzy odmianami Marko i Fidelio, a $rednio wynosita 0,826 (rys. 3, tab. 1).

Najwigkszy dystans genetyczny w stosunku do pozostalych odmian stwierdzono
u odmiany Tewo (0,785), anajbardziej podobng do wszystkich odmian byla odmiana
Fidelio (0,855). Wysokie podobienstwo badanych odmian moze wynika¢ z wykorzystania
podobnych komponentéw do ich otrzymania. Z przeprowadzonej analizy rodowodéw
wynika, ze np. odmiana Dagro wystepuje w rodowodach nastgpujacych odmian: Disco,
Moreno, Pinokio, Presto, Purdy. Odmiany o duzym podobienstwie genetycznym
pochodzity gtéwnie z DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0. (tab. 1). Na dendrogramie (rys.
3) badane odmiany utworzyty grupy skupien, ktore na og6t nie odzwierciedlaty zwigzkow
wynikajacych z ich pochodzenia. Odmiany majace po jednym wspdolnym komponencie
rodzicielskim (Fidelio, Kitaro, Lamberto, Moreno, Pinokio, Presto, Purdy) nie tworzyly ze
sobg bezposrednich skupien, co moze wynikac ze specyfiki zastosowanych markerow.
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Rys. 3. Dendrogram 22 odmian pszenzyta ozimego uzyskany metoda UPGMA w oparciu o markery
RAPD
Fig. 3. The dendrogram of 22 winter triticale cultivars generated by the UPGMA method based on the
RAPD markers

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki wskazuja na niewielkie zréznicowanie
genotypowe badanych odmian pszenzyta ozimego. Sa one zgodne z doniesieniami innych
autoréw (Gonzalez i in., 2002; Stojatowski i Goéral, 2002; Tams i in., 2002), ktoérzy rowniez
oceniali genotypowe zroéznicowanie materiatow hodowlanych pszenzyta jako relatywnie
niewielkie. O duzym podobienstwie odmian pszenzyta (Srednio 82%), okreslonym przy
zastosowaniu uproszczonej metody AFLP, informujg rowniez Tyrka i Kociuba (2002).
Z kolei Milczarski i wsp. (2001), badajac mozliwo$¢ wykorzystania markerow RAPD do
identyfikacji 16 krajowych odmian pszenzyta ozimego stwierdzili, Ze zastosowane przez
nich markery nie potwierdzity zaleznosci rodowodowych ibyly w wigkszosci
zlokalizowane w regionach genomow pochodzacych od komponentéw rodzicielskich
réznicujagcych badane odmiany. Zdaniem autorow do pelnej oceny polimorfizmu
konieczne jest objecie badaniami znacznie wigkszej liczby loci RAPD. Tams i wsp. (2002)
sugeruja, ze do precyzyjnej oceny dystansu genetycznego nalezy zastosowac szeroki
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zestaw markerow, za$ Schut i wsp. (1997) podaja, ze ocena ta powinna si¢ opierac
rownocze$nie na kilku systemach markerowych.

WNIOSKI

1. Metoda RAPD pozwolita na wstepna ocen¢ zréznicowania genotypowego polskich
odmian pszenzyta ozimego.

2. Otrzymane wyniki wskazuja na duze podobienstwo genotypowe badanych odmian
mimo stosowania roznych komponentéow do ich otrzymywania.
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