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Abstrakt. Celem pracy byla ocena zroéznicowania genetycznego
materiatow kolekcyjnych pszenzyta ozimego za pomocg marke-
row RAPD. Do badan wybrano 24 genotypy (rody hodowlane
i odmiany) pochodzace z réznych rejonow $wiata, u ktorych na
podstawie wieloletnich badan i analiz statystycznych stwierdzo-
no stabilno$¢ cech plonotworczych.

Sposrod wstepnie przeanalizowanych 50 starteréw RAPD do
oceny polimorfizmu wybrano 9. Startery te amplifikowaty tacz-
nie 81 fragmentow DNA, z czego 56 (69,13%) stanowily frag-
menty polimorficzne. Srednia warto$é¢ indeksow podobienstwa
genetycznego badanych genotypoéw wynosita 0,81 i wahata si¢
od 0,76 (pomigdzy odmiang Pinokio i pozostaltymi obiektami)
do 0,91 (pomigdzy rodem LAD 671 i mieszancem Alzo x LAD
122/90). Odmiana Pinokio charakteryzowala si¢ najwigkszym
dystansem genetycznym do wszystkich badanych genotypow,
za$ rody hodowlane: LAD 671, DED 1556/90 i mieszaniec Alzo
x LAD 122/90 oraz odmiana Bolero wykazaly si¢ najwickszym
podobienstwem w poréwnaniu do pozostatych genotypow.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze mimo zréznicowanego po-
chodzenia geograficznego stabilne pod wzgledem cech plono-
tworczych materiaty kolekcyjne pszenzyta ozimego charaktery-
zuja si¢ niewielkim zréznicowaniem genetycznym.

stlowa kluczowe: markery RAPD, pszenzyto ozime, zr6znicowa-
nie genetyczne

WSTEP

We wspotczesnej hodowli roslin, w tym pszenzyta,
duze znaczenie odgrywaja genotypy stabilne o szerokim
zakresie mozliwosci adaptacyjnych dotyczacych cech plo-
notworczych oraz jakosci plonu (Kociuba, 2003). Jednak
wielu autoréw (Gonzalez i in., 2002; Stojatowski, Goéral,
2002; Tams i in., 2002, 2004, 2005; Tyrka, Kociuba, 2002;
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Goral i in., 2005; Kramek, 2008) informuje, ze materiaty
hodowlane pszenzyta charakteryzuja si¢ duzym podobien-
stwem genetycznym, co nie jest korzystne z punktu widze-
nia praktycznej hodowli nowych odmian. Wazne jest, aby
materiat hodowlany byt zréznicowany genetycznie i jed-
noczesénie stabilny pod wzglgdem cech plonotworczych,
przez co bedzie stanowil warto$ciowe zrodto zmiennosci
w pracach hodowlanych.

System markerow RAPD (Random Amplified Po-
lymorphic DNA), oparty na tancuchowej reakcji poli-
merazy z uzyciem starterow o dhugosci 10 nukleotydow,
umozliwia diagnozowanie tozsamos$ci genetycznej przy
uzyciu niewielkich ilo§ci materiatu roslinnego. Za wyko-
rzystaniem tej techniki na szeroka skale przemawiajg sto-
sunkowo niski koszt oraz prosta procedura analiz. Jednak
nie wszystkie amplifikowane fragmenty sg stabilne i po-
wtarzalne, co wskazuje na konieczno$¢ wstepnej selekcji
starterow generujacych prazki markerowe (Williams i in.,
1990; Masoj¢, 2000; Milczarski i in., 2001; Stojatowski,
Goral, 2002; Twardowska i in., 2002; Atak i in., 2005).

Celem pracy byta ocena zréznicowania genetycznego
pochodzacych z réznych regionow geograficznych $wiata i
stabilnych pod wzgledem cech plonotworczych genotypow
pszenzyta ozimego. Informacje na temat podobienstwa ge-
netycznego tych materialdow mogg by¢ wazng wskazowka
przy wyborze materiatdw wyjsciowych do hodowli no-
wych odmian.

MATERIAEL I METODY BADAN

Materiat badawczy stanowily 24 genotypy pszenzyta
ozimego (rody hodowlane i odmiany), u ktorych na pod-
stawie wieloletnich badan wtasnych i przeprowadzonych
analiz statystycznych stwierdzono stabilno$¢ cech plono-
tworczych (tab. 1).

DNA badanych genotypow wyizolowano zgodnie
z metodg CTAB z koleoptyli 5-dniowych siewek w dwoch
powtorzeniach dla kazdego genotypu i doprowadzono do
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Tabela 1. Wykaz badanych genotypdéw pszenzyta ozimego
Table 1. The list of researched genotypes of winter triticale.

Lp. Nazwa genotypu Pochodzenie”
No. Genotype name Origin
1 LT 1334/76 POL
2 6TA-204 AA3M ZAF
3 6A-582 CAN
4 /VIR 49913/ UKR
5 6373MI111M ZAF
6 CWT 1977/290 GBR
7  Bolero POL
8 PABLO POL
9 GT-AD-1/90 BGR
10 TSW.2.804-86 DDR
11 6TB-792 MEX
12 DED 1556/90 POL
13 DED 248/90 POL
14 LT-2/95 POL
15 LAD 898/93 POL
16  Olympus FRA
17 BELITSA BGR
18 MT-3 PRADO POL
19 PINOKIO POL
20 DECOR RUM
21  DI96-5 FRA
22 LADG671 POL
23 Alzo x LAD 122/90 POL
24 IGS 5101 x LAD 122/90 POL

# POL — Polska, Poland; ZAF — Republika Potudniowej Afryki, Repu-
blic of South Africa; CAN — Kanada, Canada; UKR — Ukraina, Ukra-
ine; GBR — Wielka Brytania; Great Britain; BGR — Bulgaria, Bul-
garia; DDR — Niemiecka Republika Demokratyczna, East Germany;
MEX — Meksyk, Mexico; FRA — Francja, France; RUM — Rumunia,
Romania

stezenia 20 ng-pl!. Amplifikacje DNA przeprowadzono
wedlug zmodyfikowanej metody Williamsa i in. (1990).
W sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 15 ml wcho-
dzity: 1 x bufor do PCR (10 mM Tris pH 8,8, 50 mM KCl,
0,08% Nonidet P40), 160 mM kazdego dNTP, 5,3 pM star-
tera, 1 mM MgCl,, 60 ng genomowego DNA, 0,4 U Tag
DNA Polymerase (Fermentas). Reakcje przeprowadzono
na termocyklerze Thermalcycler T1 Biometra stosujgc
nastgpujacy profil termiczny: wstgpna denaturacja przez
3 minuty w temperaturze 94°C, 44 cykle: 94°C — 45 s,
37°C — 45 s, 72°C — 45 s, z koncowa inkubacjg 7 min
w temperaturze 72°C.

Z wstepnie przeanalizowanych 50 starterow RAPD do
analizy polimorfizmu wybrano 9 generujacych stabilne
i polimorficzne wzory prazkéow (tab. 2). Uzyskane pro-
dukty amplifikacji rozdzielono na 1,5% zelu agarozowym
7 0,01% EtBr w buforze TBE (89 mM Tris-borate, 2,5 mM
EDTA) przez 1,5 godziny przy napieciu 120 V. Zele po
podéwietleniu lampa UV sfotografowano wykorzystujac
system dokumentacji zeli PolyDoc. Masg¢ prazkow okre-
$lono poréwnujac je z markerem wielkosci GeneRulerTM

100bp DNA Ladder Plus (Fermentas, Litwa) wykorzystu-
jac program ‘dnafrag’ wersja 3.03.

Obecno$¢ lub brak prazka traktowano jako pojedyncza
ceche i przypisywano mu odpowiednio warto§¢ 1 lub 0.
Podobienstwo genetyczne (SI — similarity index) pomig-
dzy parami wszystkich badanych genotypéw szacowano
zgodnie z formulg Dice’a, za Nei i Li (1979):

SI=2N /(N +N)),
gdzie N,, oznacza liczbe prazkéw wspolnych dla genoty-
pow X iY,aN i N, oznaczaja odpowiednio liczbg praz-
kéw obecnych w genotypie X i w genotypie Y.

Matryce SI (tab. 3) uzyskang na podstawie analizy po-
limorfizmu zidentyfikowanego metoda RAPD wykorzy-
stano do konstrukcji dendrogramu metoda UPGMA (un-
weighted pair group method with arithmetic average) (rys.
1) przy zastosowaniu programu NTSYS-pc (Rohlf, 2001).

WYNIKI I DYSKUSJA

Przydatno$¢ marker6w RAPD do identyfikacji genoty-
pow zalezy przede wszystkim od wybranego startera, ktory
bedzie generowat stabilne polimorficzne produkty amplifi-
kacji (Twardowska i in., 2002). Atak i in. (2005) przebadali
za pomocg marker6w RAPD 25 genotypow pszenzyta po-
chodzacych z tureckich osrodkéw hodowlanych i stwier-
dzili ich duze zréznicowanie genetyczne oraz przydatnosé
zastosowanej metody. Dane z literatury wskazuja, ze licz-
ba starteréw wykorzystywanych do oceny polimorfizmu
pszenzyta waha si¢ od kilku do kilkunastu. Terzi (1998) za
pomoca 7 starteréw RAPD dokonal analizy zréznicowa-
nia genetycznego 12 odmian pszenzyta. Masoj¢ (2000) do
odréznienia odmian zyta, pszenicy i pszenzyta uzyt 8 star-
teréw, a Kramek (2008) ocene¢ polimorfizmu 22 polskich
odmian pszenzyta ozimego przeprowadzita w oparciu o 15
starterow RAPD.

W niniejszej pracy ocena polimorfizmu 24 genotypow
pszenzyta ozimego zostala przeprowadzona za pomoca
systemu markeréw RAPD. Calkowita liczba produktéw
amplifikacji uzyskanych w obecno$ci 9 wyselekcjonowa-
nych starteréw wynosita 81, z czego 56 (69,13%) byly to
produkty polimorficzne. Srednio na jeden starter przypa-
dato 9 amplifikowanych odcinkéw DNA, za$ na jeden ge-
notyp 3,37 amplikonu. Liczba fragmentéw generowanych
przy uzyciu jednego startera wahata si¢ od 6 dla startera
U600 do 11 dla starterow A16 i GO1. Rozmiary uzyska-
nych prazkéw wynosity od 470 do 2700 par zasad. Srednio
na starter przypadato 6,22 fragmentu polimorficznego, za$
na pojedynczy genotyp — 2,33. Pojedynczy starter inicjo-
wat amplifikacj¢ od 3 (U600) do 10 (A16) takich produk-
tow. Frekwencja prazkow polimorficznych wahata si¢ od
40,0% dla startera J-10 do 90,9% dla startera A16 (tab. 2,
fot. 1).

Wyniki wielu badan wskazuja, ze liczba polimorficz-
nych produktow, ktore powstaja w obecnosci réznych
starterow, jest zréznicowana i zalezy nie tylko od zastoso-
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Tabela 2. Charakterystyka starteréw RAPD uzytych do oceny zréznicowania genetycznego materialdow kolekcyjnych pszenzyta

ozimego

Table 2. The characteristic of RAPD primers used to assess the genetic diversity of winter triticale collection materials.

Liczba prazkow Procent prazkow Zakres wielkosci
Starter Sekwencja (5'-3") Number of bands polimorficznych prazkow (pz)
Primer Sequence 5°-3’ catkowita polimorficznych The percentage of ~ Range of bands size
total polymorphic polymorphic bands (bp)
Al6 AGCCAGCGAA 11 10 90,9 500-1500
F13 GGCTGCAGAA 9 6 66,7 600-1600
GO1 CTACGGAGGA 11 6 54,5 470-2700
J-10 AAGCCCGAGG 10 4 40,0 510-2600
M-07 CCGTGACTCA 9 8 88,9 550-2000
T02 GGAGAGACTC 7 5 71,4 490-1600
U534 CACCCCCTGC 10 8 80,0 740-2500
U535 CCACCAACAG 8 6 75,0 720-2450
U600 GAAGAACCGC 6 3 50,0 900-2400
Suma; Sum 81 56
Srednio na st'firter 9 6,22

i Me.an per primer 69,13

Srednio na genotyp 337 233

Mean per genotype

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

M — marker wielkosci, size marker; 1 — LT 1334/76; 2 — 6TA-204 AA 3M; 3 — 6A-582; 4 — VIR 49913; 5 - 6373 M 111 M; 6 — CWT 1977/290;
7 — Bolero; 8 — Pablo; 9 — GT-AD-1/90; 10 — TSW.2.804-86; 11 — 6TB-792; 12 — DED 1556/90; 13 — DED 248/90; 14 — LT-2/95; 15 — LAD 898/93;
16 — Olympus; 17 — Belitsa; 18 — MT-3 Prado; 19 — Pinokio; 20 — Décor; 21 — DI 96-5; 22 — LAD 671; 23 — Alzo x LAD 122/90;

24 - 1GS 5101 x LAD 122/90

Fot. 1. Obraz amplifikacji uzyskany w obecnosci startera U 534
Fot. 1. The amplification pattern of U 534 primer.

wanego systemu markeréw molekularnych, ale rowniez od
gatunku rosliny. Gonzélez i in. (2002) stosujac rozne syste-
my markerowe, m.in.: RAPD, RAMP, SSR i AFLP, otrzy-
mali 5016 produktow amplifikacji, z ktérych tylko 500
(10,0%) bylo fragmentami polimorficznymi. Stojatowski
1 Goral (2002) analizujac réoznicowanie linii cms pszenzyta
ozimego z cytoplazma Triticum timopheevi stwierdzili, ze
w obecnosci starterow RAPD powstawalo od 1 do 6 sta-
bilnych produktow amplifikacji, z ktorych tylko 12,2%

byto produktami polimorficznymi, natomiast startery ISSR
inicjowaly syntez¢ od 4 do 12 powtarzalnych odcinkoéw
DNA, z ktorych rowniez niewielki odsetek (18,1%) stano-
wily produkty polimorficzne umozliwiajace identyfikacje
genotypow. Wigksza liczbe produktow polimorficznych
uzyskaty Kramek (2008) oraz Kramek i Paczos-Grzeda
(2010) badajac zroznicowanie genetyczne polskich od-
mian pszenzyta ozimego. W obecnosci starteréw RAPD
powstalo 87 (64,44%) takich produktow (Kramek, 2008),
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Rys. 1. Dendrogram 24 genotypow pszenzyta ozimego uzyskany metoda UPGMA w oparciu o polimorfizm identyfikowany metoda

RAPD

Fig. 1. The UPGMA dendrogram of 24 winter triticale genotypes based on RAPD polymorphism.

natomiast startery ISSR generowaty 116 (62,03%) frag-
mentow polimorficznych (Kramek, Paczos-Grzeda, 2010).
Podobne wyniki uzyskali Orlovskaya i in. (2012), ktorzy
za pomocg markerow RAPD i ISSR ocenili polimorfizm
20 genotypow pszenzyta jarego. Stwierdzili, ze sposrod
69 fragmentéw amplifikowanych w obecnosci starterow
RAPD 62 (89,9%) byly to fragmenty polimorficzne, nato-
miast startery ISSR generowaty 86 stabilnych produktow
amplifikacji, z czego 69 (80,2%) byto produktami polimor-
ficznymi. Réznice w liczbie produktéw polimorficznych
uzyskanych przez autorow ww. prac wynikajg zapewne
z tego, ze do oceny zostaly wykorzystane zréznicowane
zestawy starterow generujgce okre§lony poziom polimor-
fizmu, a ocena zostata przeprowadzona na zréznicowanym
materiale badawczym.

Srednia warto$¢ indeksow podobienstwa genetycz-
nego (SI) badanych materialow kolekcyjnych pszenzyta
ozimego byla wysoka i wyniosta 0,81, przy zakresie od
0,76 (pomigdzy odmiang Pinokio a pozostatymi badanymi
genotypami) do 0,91 (pomi¢dzy mieszancem Alzo x LAD
122/90 a rodem hodowlanym LAD 671). Najwigkszym
podobienstwem genetycznym wsrod badanych obiektow
charakteryzowaly si¢ rody hodowlane: LAD 671, DED
1556/90 oraz odmiana Bolero, za$ najmniejszym odmiana
Pinokio (tab. 3).

Badane genotypy pszenzyta ozimego utworzyly na
dendrogramie trzy grupy skupien. Pierwsza z nich obej-

muje 7 obiektow: 6 z nich pochodzi z Polski, a jeden (6 TA-
204 AA 3M) z Republiki Potudniowej Afryki. W drugiej
grupie skupien znalazlo si¢ rowniez 7 genotypow pszenzy-
ta pochodzacych z Bulgarii (Belitsa, GT-AD-1/90), Mek-
syku (6TB-792), Niemiec (TSW.2.804-86), Polski (Bole-
ro, DED 1556/90) i Wielkiej Brytanii (CWT 1977/290).
Trzecig grupe skupien utworzyto 5 genotypow, z czego 3
pochodza z Polski (DED 248/90, LT-2/95, MT-3 Prado),
jeden z Francji (DI 96-5) i jeden z RPA (6373 M 111 M).
Pozostale genotypy o zréznicowanym pochodzeniu geo-
graficznym (Francja, Kanada, Polska, Rumunia, Ukraina)
charakteryzowaly si¢ mniejszym podobienstwem gene-
tycznym i skupity si¢ na obrzezach dendrogramu (rys. 1).

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki wskazuja na
mate zréznicowanie genetyczne stabilnych pod wzglgdem
cech plonotworczych materiatoéw kolekcyjnych pszenzyta
ozimego mimo ich zréznicowanego pochodzenia geogra-
ficznego. O relatywnie niewielkim zréznicowaniu materia-
tow hodowlanych pszenzyta informuja rowniez: Gonzalez
i in. (2002), Stojatowski, Goral (2002), Tams i in. (2002),
Tyrka, Kociuba (2002) Kramek (2008). Na uzyskane wy-
niki duzy wptyw mogty mie¢ zastosowane przez autorow
startery oraz system markerowy. Precyzyjna ocena dystan-
su genetycznego powinna opierac si¢ na szerokim zestawie
markerow oraz na kilku systemach markerowych réwno-
czesnie (Tams i in., 2002).
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WNIOSKI

1. System marker6w RAPD pozwolit na oceng zr6z-
nicowania genetycznego stabilnych pod wzgledem cech
plonotworczych genotypow pszenzyta ozimego.

2. Badane genotypy, mimo zréznicowanego pocho-
dzenia geograficznego, charakteryzowaty si¢ wysokim po-
dobienstwem genetycznym. Jednak, ze wzglgdu na stabil-
no$¢ pod wzgledem cech plonotworczych, moga stanowic
cenne zrodlo zmienno$ci w hodowli tworczej.
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THE ASSESSMENT OF GENETIC DIVERSITY OF WINTER
TRITICALE COLLECTION ACCESSIONS THAT SHOW
STABILITY FOR YIELD-RELATED TRAITS

Summary

The aim of this study was to assess the genetic diversity of
winter triticale collection materials using RAPD markers. Twenty
four genotypes (breeding lines and cultivars), derived from dif-
ferent regions of the world, in which the stability of yielding traits
was found based on the long term studies and statistical analysis,
were chosen to this study.

Among initially analyzed 50 RAPD primers, 9 were chosen
to the estimation of polymorphism. Those primers generated 81
fragments of DNA, 56 of them (69.13%) were polymorphic. The
mean value of similarity index of researched genotypes was 0.81
and fluctuated from 0.76 (between cv. Pinokio and the other ac-
cessions ) to 0,91 between breeding line LAD 671 and the hybrid
Alzo x LAD 122/90. Cv. Pinokio showed the largest genetic dis-
tance to all examined genotypes and breeding lines: LAD 671,
DED 1556/90 and GT-AD-1/90, as well cv. Bolero were charac-
terized by the greatest similarity in comparison to the other acces-
sions.

The results indicate that despite diverse geographical ori-
gin, winter triticale collection materials which show stability for
yield-related traits are characterized by a small genetic diversity.
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