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Zastosowanie markerow RAPD do okreslenia
podobienstwa genetycznego odmian jeczmienia
0zimego (Hordeum vulgare L.)

Genetic similarity among cultivars of winter barley (Hordeum vulgare L.) revealed
by random amplified polymorphic DNA (RAPD)

Celem pracy bylo zbadanie zréznicowania odmian jeczmienia ozimego na poziomie molekular-
nym. Materiat do badan stanowito osiem odmian: Marinka, Gil, Tramp, Kroton, Tiffany, Horus, Kos
oraz Sigra. Realizujac cel pracy przeprowadzono reakcje RAPD-PCR dla 24 10-nukleotydowych
starterow, wybranych wczesniej sposrod 300 o losowej sekwencji. W wyniku reakcji otrzymano 172
zamplifikowane fragmenty DNA, z ktorych 115 wykazywato polimorfizm. Obliczono wspotczynniki
podobienstwa genetycznego wedtug Nei’a, ktore postuzyly do hierarchicznego pogrupowania odmian.
Wyniki grupowania przedstawiono w postaci dendrogramu. Najwicksze podobienstwo wykazaty pary
Tiffany i Horus oraz Marinka i Kos, natomiast najmniej podobne okazaty si¢ Kroton i Tiffany oraz
Kroton i Sigra.

Stowa kluczowe: hierarchiczne grupowanie, jeczmien, podobienstwo genetyczne, RAPD

The aim of this study was to detect genetic similarity among cultivars of winter barley using RAPD
(random amplified polymorphic DNA) method. RAPD polymorphism was studied in eight winter
barley cultivars: Marinka, Gil, Tramp, Kroton, Tiffany, Horus, Kos and Sigra. Twenty-four 10-mer
primers were tested in each cultivar. 172 amplification products were observed, from which 115 were
polymorphic. Genetic similarity was estimated according to the formula given by Nei and then these
results were used for the hierarchical grouping of cultivars. Results of hierarchical grouping were
presented on the dendrogram. The highest genetic similarity was revealed between the cultivars Tiffany
and Horus, and Marinka and Kos, whereas the lowest genetic similarity was found for Kroton and
Tiffany, and Kroton and Sigra.
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WSTEP

Najprostszg w wykonaniu technikg pozwalajgca na szybkie wykrycie réznic w sek-
wencji DNA na obszarze catego genomu jest metoda wykorzystujaca polimorfizm losowo
amplifikowanych fragmentow DNA. Ze wzgledu na bardzo duzg liczbe (4% réznych
sekwencji dziesigcionukleotydowych starterow, metoda RAPD stata si¢ szczegdlnie
przydatna do poszukiwania markerow waznych cech uzytkowych, w konstrukcji map
genetycznych, jak iw ocenie podobienistwa genetycznego odmian (Barua iin., 1993;
Bustos iin., 1998; Hang iin., 2000; Kuczynska iin., 2001). Waznym nurtem wspot-
czesnych badan genetycznych ro$lin jest poszukiwanie zwigzku miedzy markerem
a okreslong cecha uzytkowa. Podtozem stwierdzanej zaleznosci jest silne sprzg¢zenie
markera z genem gléwnym danej cechy, umozliwiajace przeprowadzenie selekcji na pod-
stawie analizy polimorfizmu DNA.

Podstawowymi zaletami techniki RAPD jest brak wymogoéw zwigzanych z wstepng
informacja o sekwencji analizowanego DNA oraz mniejsza pracochtonnos$¢ i zdecydo-
wana szybkos¢ realizacji w poréwnaniu chociazby z technikg RFLP (polimorfizm dlugosci
fragmentow restrykcyjnych). Wadg techniki jest dominujgcy charakter markerow. Oznacza
to, ze nie mozna ustali¢, czy amplifikowany fragment DNA wystepuje w obu allelach, czy
tylko w jednym allelu (Marczewski, 1995).

W niniejszej pracy zastosowano markery RAPD do oceny podobienstwa genetycznego
o$miu odmian jeczmienia ozimego.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan obejmowal osiem odmian jeczmienia ozimego (Hordeum vulgare L.):
Marinka (NL), Gil (PL), Tramp (PL), Kroton (PL), Tiffany (DE), Horus (PL), Kos (PL)
oraz Sigra (DE). Reprezentuja one zaréwno formy dwu- jak i sze$ciorzedowe. Nasiona
badanych odmian uzyskano z Centralnego Osrodka Badania Odmian Ro$lin Uprawnych
w Stupi Wielkiej. DNA analizowanych odmian ekstrahowano z lisci 3-tygodniowych
siewek przez 15 minut w temperaturze 95°C z wycietych korkoborem krazkow lisci
0 powierzchni 2 mm?, umieszczonych w buforze TPS. Nastepnie przeprowadzono reakcje
RAPD-PCR dla 24 10-nukleotydowych starterow, wybranych wczesniej sposrod 300
0 losowej sekwencji. Przebieg przeprowadzonej reakcji odbywat si¢ wedtug nastepujacego
protokotu: 5 min w 95°C, 45 cykli — 1 min w 94°C, 2 min w 36°C, 2 min w 72°C, 10 min
w 72°C (Kuczynska iin., 2001). Kazda reakcje przeprowadzono oddzielnie dla czterech
losowo wybranych siewek danej odmiany jeczmienia ozimego.

Elektroforezg fragmentow DNA prowadzono przez 2,5 h pod napieciem 100 V w 1,5%
zelu agarozowym zawierajagcym bromek etydyny w stezeniu 0,5 mg/L.

Wspodtczynniki podobienstwa genetycznego (GS) badanych odmian obliczono
korzystajac ze wzoru (Nei i Li, 1979):

2N,
GSij = L
N, +Nj
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gdzie Nj oznacza liczbe alleli obecnych zarowno u odmiany i, jak i u odmiany j, Ni —
liczbe alleli obecnych uodmiany i, Nj — liczbg¢ alleli obecnych uodmiany j; i,
1=1,2, ..., 8. Wspodtczynniki te postuzyty do hierarchicznego grupowania odmian metoda
srednich potgczen. Wyniki przeprowadzonego grupowania przedstawiono w formie
dendrogramu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Liczba i lokalizacja miejsc komplementarnych dla przypadkowych starteréw jest
odmienna u réznych organizmoéw, co moze by¢ podstawa réznicowania nawet blisko ze
soba spokrewnionych gatunkoéw oraz odmian w obrgbie gatunku (Bustos i in., 1998; Hang
i in., 2000). W wyniku reakcji RAPD-PCR przeprowadzonych na badanych odmianach
jeczmienia ozimego przy zastosowaniu 24 starterow otrzymano 172 zamplifikowane
fragmenty DNA, z ktérych 115 wykazywato polimorfizm. Srednia liczba zamplifikowa-
nych fragmentéw wyniosta wiec 7,2, natomiast $rednio 4,8 fragmentow dla uzytego
startera wykazywato polimorfizm. Dla poréwnania mozna przytoczy¢ prace prowadzone
nad lubinem, gdzie przy zastosowaniu 30 primerdéw otrzymano 146 zamplifikowanych

fragmentdw DNA, z ktorych jedynie 58 wykazywato polimorfizm (Przyborowski
i Weeden, 2001).
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Rys. 1. Wyniki rozdzialu fragmentéw RAPD dla analizowanych odmian jeczmienia ozimego
uzyskanych z zastosowaniem startera 18 (5’-TGCTGCAGGT-3’)
Fig. 1. Results of RAPD analysis for the studied barley cultivars with the primer 18 (TGCTGCAGGT)

Wynika stad, ze otrzymana w doswiadczeniu liczba fragmentow polimorficznych,
stanowigca 66,86% wszystkich zamplifikowanych fragmentow, byta znaczna. Tak wysoki
polimorfizm wynika¢ moze z doboru — na podstawie wczesniej przeprowadzonych badan
— markerow dajacych najwieksze zroznicowanie (Kuczynska i in., 2001). Na rysunku 1
przedstawiono przyktadowy foliogram obrazujacy rozdziat zamplifikowanych fragmentow
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DNA badanych odmian, otrzymanych wwyniku zastosowania startera 18 (5’-
TGCTGCAGGT-3). Nalezy zaznaczy¢, ze wyniki reakcji RAPD-PCR dla kazdego
Z czterech powtorzen danej odmiany byty identyczne dla kazdego z uzytych starterow.

Tabela 1
Wspélezynniki podobienstwa genetycznego odmian jeczmienia ozimego
Genetic similarity coefficients of winter barley cultivars
| Marinka | Gil | Tramp | Kroton | Tiffany | Horus | Kos

Gil 0,6364
Tramp 0,6867 0,6234
Kroton 0,5957 0,6357 0,5532
Tiffany 0,6509 0,5605 0,6627 0,5278
Horus 0,6591 0,6098 0,7386 0,5563 0,7486
Kos 0,7284 0,6133 0,6914 0,5693 0,6788 0,6860
Sigra 0,5921 0,5857 0,6842 0,5354 0,5677 0,5802 0,6486
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Rys. 2. Hierarchiczne grupowanie odmian na podstawie podobienstwa genetycznego
Fig. 2. Hierarchical grouping of cultivars on the basis of genetic similarity

Wspdtczynniki podobienstwa genetycznego wedlug Nei’a dla analizowanych odmian
przedstawiono w tabeli 1. Wynika z nich, ze najwigksze podobienstwo pod wzgledem
genetycznym wykazywaly pary Tiffany i Horus (0,75) oraz Marinka i Kos (0,73). Najmniej
podobne okazaty si¢ natomiast odmiany Kroton i Tiffany (0,53) oraz Kroton i Sigra (0,54).
Réznica pomigdzy najwigkszym a najmniejszym wspoOtczynnikiem podobienstwa
genetycznego nie jest wigc znaczna. Przeprowadzone, na podstawie wspoOtczynnikdw
podobienstwa genetycznego, grupowanie hierarchiczne odmian metodg $rednich polaczen
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przedstawiono w formie dendrogramu (rys. 2). Grupowanie to nie pozwolilo na
wyrdznienie zdecydowanych skupien odmian. Moze to wskazywa¢ na stosunkowo
niewielkie zréznicowanie puli genowej w badanym zestawie odmian jeczmienia ozimego.
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze otrzymana liczba polimorficznych fragmentow DNA
(115) okazala si¢ niewystarczajgca do wykazania roznic wystepujacych miedzy badanymi
odmianami na poziomie molekularnym.

WNIOSKI

1. Zastosowana w badaniach metoda wykorzystujaca losowo amplifikowany, polimor-
ficzny DNA okazata si¢ bardzo wydajna. Przy zastosowaniu 24 starterOw otrzymano
172 zamplifikowane fragmenty DNA, z ktérych 115 (66,86%) wykazato polimorfizm.

2. Uzyskany polimorfizm fragmentdow DNA nie pozwolit na wyodrebnienie zdecy-
dowanych grup odmian jeczmienia ozimego roznigcych sie znaczgco na poziomie
molekularnym; zréznicowanie wspotczynnikow podobienstwa miedzy parami odmian
byto niewielkie: od 0,53 dla odmian Kroton-Tiffany do 0,75 dla pary Tiffany-Horus.
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