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Evaluation of genetic variation of selected strawberry {Fragaria
X ananassa Duch.) cultivars using ISSR technique

Summary

Precise evaluation of the parental forms’ genetic variation is the base of ra-
tional, modern breeding. DNA patterns obtained in ISSR (inter simple sequence re-
peat) reactions for 24 strawberry cultivars, frequently used in the crossing
programme at the Research Institute of Pomology and Floriculture, were ana-
lysed. Diversifying genotypes, polymorphic DNA products were observed in re-
actions with 54 out of 90 tested primers (806-896, #9 UBC). Six primers
(811-814, 824, 840) generating 44 polymorphic bands with length from 270 to
2030 bp allowed to diversify all investigated cultivars. The DNA profiles charac-
terising each of genotypes contained 10-19 polymorphic ISSR products.
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1. Wstep

Doboér form rodzicielskich do programu krzyzowanh jest waz-
nym elementem strategii hodowlanych. Ustalenie zréznicowania
genetycznego roslin umozliwia zaréwno wyselekcjonowanie do-
noréw nowych cech jak i eliminacje genotypéw blisko spokrew-
nionych. Uzycie tradycyjnych metod réznicowania (ocena fenoty-
powa rosliny) jest ograniczone w przypadku coraz czesciej
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wystepujacych odmian o duzym podobiernistwie fenotypowym. Czynnikiem ograni-
czajacym te metody rdéznicowania moze by¢ takze wiek i stadium rozwojowe rosli-
ny, a wyniki bywajg dodatkowo modyfikowane przez odmienne warunki uprawy po-
réwnywanych genotypow.

Rozwijajgce sie w ostatnich latach techniki molekularne, umozliwiajg analize ge-
nomowego DNA stosunkowo niezaleznie od wymienionych czynnikéw, a uzyskane
dane sg bardziej precyzyjne niz otrzymane przy zastosowaniu metod tradycyjnych.
Technika ISSR {Inter Simple Sequence Repeats) (1), bazujgca na tancuchowej reakcji po-
limerazy, nalezy do metod molekularnych czesto uzywanych do identyfikacji i oceny
pokrewienstwa odmian roslin sadowniczych (2-4). Polega ona na amplifikacji frag-
mentéw analizowanego genomu, ktére sg komplementarne do sekwencji mikrosa-
telitarnych wystepujacych w genomowym DNA (5).

Celem badan byta ocena zréznicowania genetycznego odmian truskawki uzywa-
nych w programie krzyzowan ISK poprzez analize polimorfizmu ich DNA generowa-
nego metoda ISSR.

2. Materia! i metody

2.1. Materia! roslinny

Analizie poddano rosliny 24 odmian truskawki uzywane jako formy rodzicielskie
w programie krzyzowan ISK. Niezalezne prébki pobierano z trzech roslin reprezen-
tujgcych okreslony genotyp. Kazda z prébek zawierata Swieze paki liSciowe o tgcz-
nej masie okoto ! g.

2.2. lzolacja DNA

Izolacje przeprowadzono wedlug metody opracowanej przez Doyle i Doyle (6).
Roztartg w cieklym azocie tkanke (1 g) inkubowano (60°C/30 min) w 15 ml buforu
ekstrakcyjnego (296 CTAB, 100 mM Tris HCL pH 8,0, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2%
PVP-10 oraz 1% merkaptoetanolu) i oczyszczano mieszaning chloroform/alkohol izo-
amylowy (24:1). Kwasy nukleinowe wytragcano izopropanolem i rozpuszczano
w 500 pi buforu TE. Degradacje RNA przeprowadzano przy uzyciu RNazy (Sigma).
Stezenie DNA oznaczano w 1" zelu agarozowym oraz spektrofotometrycznie (Gene
Quant pro Amersham Pharmacia Biotech).
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2.3. tancuchowa reakcja polimerazy

Mieszanina reakcyjna (13 |dl) zawierala 10 ng DNA oraz 0,65 U polimerazy
i 10 x bufor (Gibco), 1,1 mM dNTP, | mM MgClz, 0,4 pM startera. Testowano 90 star-
terébw o powtarzalnych sekwencjach mikrosatelitarnych (806-896), zestaw 9 UBC.
Kazda reakcja obejmowata 35 cykli (94°C/40s, 55°C/50s, 72°C/Imin; termocykler
PTC-200, MJ Research). Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w \,3%
zelu agarozowym i analizowano w Swietle UV.

3. Wyniki i dyskusja

W wyniku reakcji ISSR przeprowadzonych na matrycy DNA z ro$lin reprezen-
tujgcych 24 odmiany truskawki uzyskano 178 produktow polimorficznych, o diugo-
éci od 150 do 2030 pz. Produkty polimorficzne uzyskano w reakcjach z 41 sposrod
90 testowanych starteréw (808-815, 817-828, 834-836, 840-842, 848, 850, 853-855,
857, 864, 873, 889, 890-891, 895, 899-900). Do analizy zréznicowania genetyczne-
go postuzyto 6 starterow (811,812, 813, 814, 824, 840), w reakcji z ktérymi uzyska-
no produkty polimorficzne typowe dla kazdej z badanych odmian (tab. 1). W reakcji
ze starterem 811 uzyskano wzory DNA charakteryzujgce 9 odmian, podczas gdy
w reakcji ze starterami 812, 813, 814, 824, 840 odpowiednio profile typowe dla 13,
14, 6, 10 13 odmian (tab. 2). Kazda z odmian zostata scharakteryzowana na podsta-
wie 10-19 produktéw polimorficznych, odrézniajacych jej DNA od materiatu gene-
tycznego pozostatych.

Prawidlowa ocena zmiennosci w obrebie krzyzowanych form wyjsciowych jest
niezwykle cenng wskazéwka dla hodowcéw, gdyz pozwala na wyeliminowanie efek-
tu depresji wsobnej i rownoczesnie na zaplanowanie korzystnych kombinacji w ob-
rebie puli genowej gatunku. Mozliwos¢ precyzyjnego odrdznienia genotypdw przy
uzyciu techniki ISSR byta stosowana przez wielu badaczy, zwtaszcza w pracach do-
tyczgcych odmian lub klonéw morfologicznie nierozréznialnych (7-10). Technika zo-
stala zaadaptowana takze do badan identyfikacyjnych truskawki (11,12), a okresle-
nie stopnia zréznicowania genotypow przy uzyciu tej metody byto bardziej precy-
zyjne niz na postawie obserwacji polowych (11).

W uzyskanych w tych badaniach danych potwierdzono skutecznos$¢ techniki do
oceny zréznicowania analizowanych form rodzicielskich truskawki. Wyniki, posze-
rzone o analize skupien i ocene odlegtosci genetycznej, znajdg praktyczne zastoso-
wanie podczas przygotowywania programu krzyzowan dla hodowli twérczej tego
gatunku.
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Tabela |

Schemat zréznicowania genetycznego 24 odmian truskawki przy zastosowaniu techniki ISSR ze starterami
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Startery ISSR réznicujace rosliny 24 odmian truskawki
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