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Wykorzystanie markerow RAPD do identyfikacji
odmian pszenzyta

Application of RAPD markers for fingerprinting of triticale cultivars

Celem badan byla ocena mozliwosci wykorzystania techniki losowej amplifikacji polimorficznego
DNA (RAPD) do identyfikacji 16 krajowych odmian pszenzyta ozimego. Poszukiwano
polimorficznych fragmentow DNA testujac 50 starterow o losowych sekwencjach. Do wlasciwych
badan wybrano 17 starterow w obecnosci, ktorych amplifikacji ulegly sekwencje charakteryzujace sie
polimorfizmem i duza stabilnoscig. Otrzymano 30 polimorficznych fragmentéw DNA, rdznicujacych
wszystkie badane odmiany. Markery RAPD wykorzystano do konstrukcji dendrogramu
przedstawiajacego relacje podobienstwa genetycznego migdzy odmianami.

Slowa kluczowe: fingerprinting, odmiany pszenzyta, podobiefnstwo genetyczne, markery RAPD

Random amplified polymorphic DNA (RAPD) was used to study fingerprints and genetic
similarities among 16 Polish cultivars of winter triticale. Polymorphic DNA fragments were sought for
by testing of 50 arbitrary primers. Final studies were carried out using 17 selected primers that allowed
for amplification of the useful 30 RAPD markers. This set of markers produced fingerprints for all the
studied triticale cultivars and constituted a basis for developing a dendrogram presenting genetic
similarities among varieties.
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WSTEP

Opracowanie i zastosowanie w praktyce systemu markerow molekulamych
pozwalajacego narozréznianie odmian ro§lin uprawnych w obrebie jednego gatunku moze
ograniczyé liczbe pomylek lub naduzyé w obrocie materialem siewnym. Sciste i
precyzyjne metody identyfikacji genetycznej staja si¢ niecodzowne przy wzroscie liczby
odmian uprawnych pochodzacych zarowno z krajowych, jak i zagranicznych o$rodkow
hodowlanych. System markeréw umozliwia ustalenie czystosci i tozsamosci odmianowe;j
danej partii nasion, i tym samym moze mie¢ znaczenie dla ochrony praw autorskich
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hodowcow. Znajduje on tez zastosowanie w systematyzowaniu i gromadzeniu materialow
w bankach gendw.

Identyfikacje odmian mozna przeprowadzi¢ dysponujgc zestawem loci biatkowych,
izoenzymatycznych lub markerow DNA (Wolko i Kruszka, 1997). Polimorfizm
wykrywany na poziomie DNA stwarza mozliwo$¢ objecia analizg duzej liczby loci
rozmieszczonych w roéznych regionach chromosoméw. Pozwala on na uzyskanie
wieloprazkowych obrazow swiadczacych o genetycznej odrebnosci odmian. Jedna z metod
fingerprintingu jest analiza losowo amplifikowanego polimorficznego DNA (RAPD)
(Williams iin., 1990). Przy uzyciu tej metody oceniano zréznicowanie odmian jeczmienia
(Kuczynskaiin., 2001), ryzu (Mackill, 1995), zyta (Igbal i Rayburn, 1994). Zestaw loci
umozliwiajacy odrdznienie odmian moze by¢ takze uzyty do analizy podobienstwa
genetycznego materiatdw wyjsciowych w hodowli dostarczajac informacji niezbednych
dla podjecia decyzji o optymalnym schemacie krzyzowan.

Celem pracy jest wykrycie systemu polimorficznych loci RAPD, stuzacego do
identyfikacji krajowych odmian pszenzyta oraz do ustalenia ich podobienstwa
genetycznego.

MATERIAL I METODY

Materiat badan stanowito 16 krajowych odmian pszenzyta, ktérych nasiona w stopniu
superelity otrzymano z Hodowli DANKO Sp. z o0.0. i z Hodowli Roslin Strzelce Sp.
z 0.0. Ekstrakcje DNA z prob zbiorczych 20-25 mtodych siewek kazdej odmiany oraz
amplifikacje fragmentow DNA technika RAPD przeprowadzono wedtug metodyki
opisanej przez Thomson i Henry (1995) z modyfikacjami Myskoéw 1 wsp. (2001). W
badaniach testowano 50 starterow o losowych sekwencjach zasad. Wykonano wstepna
selekcje starterow wybierajac tylko te, ktore generowaly polimorficzne produkty
amplifikacji o stabilnych wzorach i silnych sygnatach. Do fingerprintingu odmian i oceny
podobienstwa wykorzystano wylacznie polimorficzne produkty amplifikacji DNA. Profile
genetyczne, ze wzgledu na dominujacy charakter markerow RAPD, zapisywano w
uktadzie zero-jedynkowym, gdzie 1 oznacza obecno$¢ prazka, a 0 — fenotyp null.
Podobienstwa genetyczne i dendrogram otrzymano przy uzyciu wspotczynnika Jaccarda, z
zastosowaniem hierarchicznego algorytmu analizy skupien (UPGMA), wykorzystujac
program ,,Molecular Analyst Fingerprinting” (Bio-Rad).

WYNIKI

Sposrdod 50 starteréw uzytych do analiz, ktore umozliwity amplifikacje tacznie 308
fragmentow DNA, po wstepnej weryfikacji wybrano 17, dajacych polimorficzne produkty
r6znicujace badane odmiany (tab. 1 i 2). Do rozroznienia kazdej z 16 odmian bylo
wystarczajace uzycie dwoch starterow: tpl5 i tpl7, ktéore generowaly siedem
polimorficznych prazkow. Opracowany system identyfikacji bazuje na wickszej liczbie
starterow, 1 z tego wzgledu powinien by¢ przydatny do charakterystyki wiekszej liczby
odmian pszenzyta, rowniez tych nie ujetych w niniejszej pracy.
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Tabela 1
Sekwencje starterow uzytych do identyfikacji odmian pszenzyta
Sequences of primers used for fingerprintig of triticale cultivars

Starter Sekwencja5 —3

Primer Sequence 5 — 3
tpl CACAGCGAAG
tp2 GGCGGTTGTG
tp3 ACCTCAGCTA
tp4 ACCTCAGCTT
tp5 ACCTCAGCGT
tp6 ACCTCAGCGA
tp7 ACCTCAGCCT
tp8 ACGCTATCGA
tp9 GCAACTACGT
tp10 TGCCGCTAAG
tpll GACTACGGGG
tp12 CTCACCGTCC
tp13 ATGCTGTACG
tpl4 ACACACGCAG
tp15 CGGCCGATTT
tp16 GGGTTGCCGA
tpl7 CACAGCTGGG

Zastosowane startery wykrywaty unikatowy dla kazdej odmiany sktad alleli w obrebie 30
loci. Liczba polimorficznych prazkéw otrzymanych przy zastosowaniu poszczegoinych
starterow wahata si¢ w granicach od 1 do 4 (tab. 2).

Tabela 2
Identyfikacja odmian pszenzyta przy uzyciu polimorficznych marker6w RAPD. (1) — obecnosé
prazka, (0) — fenotyp null
Identification of triticale cultivars using polymorphic RAPD markers. (1) — presence of the band
(0) — null phenotype
Odmiana Starter/dlugo$¢ fragmentu DNA (pz)
Cultivars Primer/length of fragment DNA (bp)
tpl tp2 [ tp3 tp4 | tp5 tp6
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c.d. Tabela 2

Starter/dlugo$¢ fragmentu DNA (pz)

Odmiana Primer/length of fragment DNA (bp
Cultivars tp9 tp10 tpll tpl2 tp13
750 300 | 700 [ 800 550 | 700 [ 950 650 | 800 600
Alzo 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0
Bogo 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0
Disco 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1
Fidelio 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0
Grado 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1
Kitaro 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0
Lamberto 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1
Lasko 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1
Malno 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0
Marko 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1
Prado 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1
Presto 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0
Pronto 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0
Prego 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0
Tornado 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0
Ugo 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0

Starter/dlugo$¢ fragmentu DNA (pz)

Odmiana Primer/length of fragment DNA (bp

Cultivars tpld tpl5 tpl6 tpl7

650 | 900 300 | 400 | 700 | 850 350 650 | 800 | 1000
Alzo 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1
Bogo 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0
Disco 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0
Fidelio 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Grado 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
Kitaro 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
Lamberto 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0
Lasko 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0
Malno 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0
Marko 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0
Prado 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0
Presto 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
Pronto 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1
Prego 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0
Tornado 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1
Ugo 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0

Zestaw 30 polimorficznych prazkdéw RAPD umozliwit okres$lenie relacji podobienstwa
genetycznego badanych odmian (rys. 1). Dendrogram wskazuje na obecno$¢ dwoch
glownych grup skupien (A iB). W sktad grupy A wchodzgodmiany: Lamberto, Bogo, Ugo
i Fidelio. Grupa B jest bardziej ztozona, wykazujac istnienie trzech podgrup (B;—By).
Podgrupa B; obejmuje odmiany: Prego, Presto, Kitaro, Grado oraz nieco odrebnie skupione
odmiany Pronto i Marko. W podgrupie B, skupiaja si¢ cztery odmiany, wsrod ktorych
znajduja sie blisko spokrewnione Alzo i Tornado. Podgrupe B; tworzg odmiany Prado i
Disco, ktore sg wyraznie odrebne od pozostatych odmian grupy B.
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Rys. 1. Dendrogram obrazujacy relacje podobienstwa genetycznego miedzy odmianami pszenzyta
Fig. 1. Dendrogram showing relationships of the genetic similarity among the triticale cultivars

DYSKUSJA

Technika RAPD jest jedng z prostszych metod oceny zréznicowania genetycznego
1 z powodzeniem byla wykorzystywana w badaniach linii, rodéw i odmian roslin
uprawnych (Caetano-Anolles, 1996; IgbaliRayburn, 1997; Myskowiin., 2001). Jako jedni
z pierwszych zastosowali ja Hu i Quiros (1991) do fingerprintingu odmian brokuta i
kalafiora. Autorzy ci stwierdzili uzytecznos¢ markeréw RAPD w ocenie odrebnosci
genetycznej i wewnetrznej jednorodnosci odmian. Przydatno$¢ markerow RAPD do
profilowania genetycznego uzalezniona jest od kilku czynnikow. Pierwszym z nich jest
odpowiedni dobor starterow generujacych stosunkowo duzg liczbe polimorficznych loci.

265



Pawel Milczarski ...

W niniejszej pracy zastosowanie dwoch sposrod 17 wyrdznionych starterow pozwolilo na
identyfikacje wszystkich odmian pszenzyta. W podobnych badaniach Terzi (1998) uzyt
siedmiu starterow RAPD do identyfikacji 12 odmian pszenzyta, a Masoj¢ (2000),
analizujac 6 odmian kazdego z trzech gatunkéw zboz: pszenicy zyta i pszenzyta
wykorzystal osiem starterow generujacych tgcznie 15 markerow. Pomimo licznych
przykladow wykorzystania techniki RAPD do fingerprintingu wielu gatunk6éw, metoda ta
zostala uznana za mato przydatng do oceny polimorfizmu u pszenicy (Devosi Gale, 1992).
Niski polimorfizm markeréw RAPD u pszenicy zdaniem Koebnera (1995) moze wynika¢
z istnienia sekwencji homologicznych w trzech genomach i znacznej ilosci sekwencji
powtarzalnych. ROwniez i inni autorzy donoszg o niewielkiej zmiennosci wykrywanej
metoda RAPD np. u odmian zyta (Igbal i Rayburn, 1994). Myskow i wsp. (2001)
opracowali system 18 loci rozmieszczonych na chromosomach 2R-7R, ktory wymaga
zastosowania 16 starterdbw i pozwala na identyfikacj¢ i badanie podobienstwa
genetycznego 40 linii wsobnych zyta. Zdaniem Igbal i wsp. (1997) identyfikacja odmian
metoda RAPD moze wymagac uzycia wigkszej liczby starterow. Autorzy ci wykorzystal
49 starteréw do odrdoznienia 23 odmianbawehy. Poziom polimorfizmu fragmentow RAPD
otrzymany w niniejszej pracy byt poréwnywalny z doniesieniami innych autorow dajac
podstawe do stwierdzenia przydatnosci metody RAPD do szybkiej i wiarygodnej
identyfikacji odmian pszenzyta.

Glownym problemem, na ktory natrafiaja badacze pracujacy technikg RAPD jest
uzyskanie powtarzalnosci wynikow amplifikacji. Trudnosci, stwierdzane takze 1 w tej
pracy, sktaniajg wielu autoréw (Igbal i Rayburn, 1994; Mackill, 1995; Terzi, 1998) do
wstepnej weryfikacji markeréw i wyboru tylko takich, ktore wykazujg stabilne obrazy
elektroforetyczne w powtorzeniach. Zachodzi rowniez koniecznos¢ rygorystycznego
przestrzegania wczesniej dopracowanych metod amplifikacji DNA (Heun i Helentjaris,
1993). Z powodu wyzej wymienionych trudnosci liczba markerow analizowanych w
niniejszej pracy zostata ograniczona do 30.

Analiza podobienstwa genetycznego badanych odmian pszenzyta doprowadzita do
wyodrebnienia dwoch grup skupien, co wskazuje na odrebnos¢ genetyczng zawartych w
nich odmian. Obserwowane na dendrogramie grupy na ogét nie odzwierciedlajg
hipotetycznych zwigzkéw migdzy odmianami, ktére wynikajg z ich pochodzenia. Odmiany
majace po jednym wspdlnym komponencie rodzicielskim nie tworzyly ze soba
bezposrednich skupien na dendrogramie, z wyjatkiem Lamberto i Fidelio. Wydaje sie, iz
nie wynikalo to z charakteru markerow RAPD, ktore w przypadku badania zr6znicowania
linii zyta potwierdzity zaleznosci rodowodowe (Myskow i in., 2001). Nalezy raczej
przypuszczaé, ze zastosowane markery byly w wiekszosci zlokalizowane w regionach
genomu pochodzacych od komponentow rodzicielskich, ro6znicujacych badane odmiany.
Wskazuje to na potrzebe¢ objecia badaniami znacznie wigkszej liczby loci RAPD, tak by
zapewni¢ wykorzystanie polimorfizmu wigkszosci chromosomoéw pszenzyta w ocenie
podobienstwa genetycznego.
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WNIOSKI

1. Analiza polimorfizmu 30 markerow RAPD wyr6znionych z uzyciem 17 starterow
pozwala na identyfikacj¢ 16 krajowych odmian pszenzyta.

2. Otrzymany dendrogram rozdzielit badane odmiany na dwie glowne grupy skupien.
Uzyskany podzial moze stanowi¢ wskazowke przy doborze materiatéw wyjsciowych
do hodowli nowych odmian pszenzyta.
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