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Identyfikacja odmian pszenic
metodami molekularnymi
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Identification of wheat cultivars using molecular methods

Summary

We used RAPD created polymorphism to analyze the diversity of wheat cul-
tivars. Preliminary analysis of the wheat genome polymorphism by the RAPD in-
dicated that the technique is useful for the identification of similarities between
cultivars. Using 10 different primers we studied the pattern of specific amplified
DNA fragments - bands of 90 wheat varieties - and we found that three of these
primers generated high level of polymorphism. One of these primers, selected
for further studies, generated 38 bands with molecular weight in the range from
215 to 1300 bp.

For the purpose of diversity analysis, all polymorphic loci were scored as
present/absent. The bivariate 1-0 data were used as the raw matrix. A square
symmetric matrix of similarity was obtained using the Czekanowski-Sorensen
coefficient. Similarity matrix was then used for cluster analysis using the Unwe-
ighted Pair Group Method of Averages (UPGMA) technique. A result was afinger-
print of all varieties, that allows for their identification.

Using numerical taxonomy we identified in the analyzed group of varieties
10 clusters that indicated high variability of genetic material in this group.
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1. Wstep

Diagnostyka oparta na badaniu DNA bedzie odgrywac¢ coraz
wieksza role w hodowli roslin. Ma ogromne znaczenie praktycz-
ne ijest niezbednym narzedziem przy selekcji, identyfikacji oraz
badaniach genomu roslinnego (1). Zmienno$¢ w sekwencji nu-
kleotydowej DNA moze by¢ wykorzystana do mapowania geno-
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mu, testowania identycznosci, okreslenia zwigzkéw rodowych, analizy zmiennosci
genetycznej oraz innych celéw.

Rozwiniecie technik PCR stwarza mozliwos¢ szybkiego powielania $ladowych
ilosci DNA, przy czym moze to dotyczy¢ zardwno specyficznych jak i niespecyficz-
nych sekwencji. W pierwszym przypadku dla przeprowadzenia doswiadczenia nie-
zbedna jest znajomos$¢ sekwencji powielanego obszaru, a szczegoélnie sekwencji
bezposrednio z nim sagsiadujgcych, co umozliwia zaprojektowanie starteréw pozwa-
lajacych na zamplifikowanie DNA. Zazwyczaj dysponujemy taka wiedzg dla sekwen-
cji niosacych informacje genetyczng (kodujacych RNA lub biatka), a co za tym idzie
ewoluujacych stosunkowo wolno i nie wykazujgacych istotnych réznic u przedstawi-
cieli jednego gatunku, nawet gdy nalezg oni do genetycznie izolowanych ras czy od-
mian. Powoduje to, ze obszary te nie moga by¢ wykorzystywane do diagnostyczne-
go rozréznienia nalezgcych do jednego gatunku odmian, a juz na pewno nie pozwa-
lajg na klasyfikowanie poszczegdélnych osobnikéw. Specyficzne analizowanie techni-
kami PCR obszaréw niekodujgcych o wysokiej zmiennosci jest problematyczne z u-
wagi na bardzo ograniczong wiedze o ich organizacji. Problem ten szczegélnie do-
tkliwie daje sie odczu¢ w badaniach prowadzonych na roslinach.

Metody za pomoca ktérych poréwnuje sie rézne odmiany lub gatunki roslin
uprawnych powinny charakteryzowac sie wysoka wiernoscig wynikow, a w przypad-
ku oznaczen prowadzonych na duzg skale, prostota, szybkos$cia i mozliwoscig tatwej
analizy otrzymanych wynikéw (2,3). Praktycznie, wymienione wymagania spetniajg
jedynie techniki PCR, wigczajgc w to caly szereg modyfikacji klasycznej metody
(4-7). Szczegolnie korzystna, jak sie wydaje, jest technika RAPD, w ktorej w reakcji
PCR stosuje sie tylko jeden, losowo wybrany, najczesciej 10-nukleotydowy starter
(8-10). Starter dobierany jest metoda préb i bledéw poprzez sprawdzanie kolejnych,
komercyjnie dostepnych lub samodzielnie zaprojektowanych oligonukleotydéw. Pra-
widlowe wyselekcjonowanie startera pozwala na prowadzenie szybkiego, réwno-
legtego diagnozowania wielu osobnikéw lub wielu odmian. Technika RAPD do am-
plifikacji wymaga Sladowych ilosci DNA. Standardowo ilos¢ DNA wyizolowana z 50-
-100 mg Swiezej tkanki wystarcza na przeprowadzenie ok. 3000 reakcji. Réwnoczes-
nie reakcje RAPD mozna prowadzi¢ na jedynie czesciowo oczyszczonym DNA. Umo-
zliwia to uproszczenie procedury jego izolacji, a co za tym idzie, znaczne obnizenie
kosztéw i przyspieszenie prowadzonej analizy (3).

W przedstawionej pracy zastosowano metody RAPD i taksonomii numerycznej
do analizy bioréznorodnosci polskich odmian pszenic.

2. Materiat i metody

Przedmiotem badan byto 90 odmian pszenic (Triticum aestivum L.) uprawianych
w Polsce w latach 1950-1990. Byly to: Alba, Alcedo, Alfa, Alkora, Almari, Arda, Asta,
Aura, Begra, Beta, Bezostaya 2, Blondynka, Broma, Chorynska, Dana, Darnkowska
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Biata (Dankowska), Elena, Emika, Eta, Gama, Gk Sagvari, Gorzowska Sztywna (Go-
rzowska), Grana, Hadmersleben, Henika, Holme, Jana, Jara, Java, Jawa, Jurna, Kadett,
Kamila, Kaspar, Kobra, KOC 2792, KOC 742, Kolibri, Komorowska, Kujawianka Wiec-
tawicka (Kujawianka), Kutnowianka, Lama, Lanca, Leszczynska Wczesna (Leszczyn-
ska), Liwilla, Luna, Maltanka, Malgorzatka Udycka (Malgorzatka), Maris Huntsman
(Maris), Mira, Mironowskaya 25 (Mirono 25), Mironowskaya 808 (Mirono 808), Miro-
nowskaya Ulutshenaya (Mirono U), Mironowskaya Yubileynaya (Mirono Y), Modra,
Nadgoplanka, Nagradowicka, Nike, Ninka 11, Oda, Odin, Olma, Olza, Opolska, Oro-
fen. Ostka Chiopicka (Ostka Ch), Ostka Popularna (Ostka Pop), Panda, Parada, Podo-
lanka. Polanka, Rada, Ramiro, Rokicka, Roma, Rostocka, Rota, Saga, Salwa, Sigma,
SMH 2843, Starke, Szelejewska, Slazaczka, Weneda, William, Wyskolitewka Sztyw-
nostoma (Wyskolitewka), Zentos, Zorba, Zelazna (w nawiasach podano skrot nazwy
uzyty w opisie dendrogramu). Odmiany te reprezentujg zaréwno formy jare jak i o-
zime. Nasiona pochodzity z Kolekcji Nasion Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
w Radzikowie.

Izolacje DNA przeprowadzono wedlug zmodyfikowanej metody szybkiej prepa-
ratyki DNA opisanej przez Edwardsa i in. (11).

Amplifikacje pasm DNA prowadzono w ukladzie zawierajgcym w obj. 20 \i\:

1) 10 ng DNA roslinnego,

2) | X bufor (firmy Fermentas),

3) 2,5 mM MgC12,

4) 0,01% zelatyny,

5) 200 pM dATP, dGTP, dCTP, dTTP,

6) | pM startera,

7) | jednostke termostabilnej polimerazy (firmy Fermentas),

wedtug nastepujacego protokotu:

1) 4 min w 94°C,

2) 5 cykli: 1 min w 94°C, | min w 37°C, | min w 72°C,

3) 30 cykli: 1 min w 94°C, 20 s w 37°C, 20 s w 72°C,

4) 5 cykli: 1 min w 94°C, | min w 37°C, | min w 72°C,

5) nastepnie 8 min w 72°C.

Otrzymane fragmenty DNA rozdzielano elektroforetycznie w 1,6% zelu agarozo-
wym, wizualizowano roztworem bromku etydyny i fotografowano. Fotografie uzy-
skanych obrazoéw elektroforetycznych opracowywano przy uzyciu programu Frag-
ment NT. Wyniki w postaci zestawéw liczb odpowiadajgcym ciezarom czasteczko-
wym okreslonych prazkow, przeksztatcono na system cyfrowy. Wyniki ocyfrowano
zaréwno w systemie binarnym (0,1), jak i porzadkowym (0,1,2,3). W systemie binar-
nym (0,1) brano pod uwage obecnos$¢ fragmentu o okreslonym ciezarze (1) lub jego
brak (0). W metodzie porzadkowej uwzgledniano dodatkowo intensywnos¢ prazka
w skali od | (najstabiej widoczne) do 3 (najmocniejsze).
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3. Wyniki i dyskusja

w trakcie prowadzonych doswiadczenh zaistniata koniecznos¢ wyselekcjonowa-
nia startera(éw) przydatnego do rozrézniania i klasyfikowania roslin pszenicy w za-
leznosci od ich przynaleznosci do réznych odmian. Przyjeto, ze starter taki powi-
nien w reakcji RAPD generowaé¢ mozliwie najwieksza liczbe fragmentéw DNA, kto-
rych wielkos¢ bytaby charakterystyczna dia poszczegolinych odmian. Poniewaz nie
ma mozliwosci teoretycznego przewidywania zachowania sie poszczegolnych star-
teréw w reakcji RAPD przeprowadzono testy praktyczne, w ktdrych, stosujgc bada-
ne startery, amplifikowano DNA pszenicy niezaleznie wyizolowany z roslin nale-
zacych do 7 réznych odmian. Poza sprawdzeniem czy dany starter w reakcji RAPD
generuje dostatecznie bogatg ré6znorodnosc¢ fragmentow DNA sprawdzano rOéwniez
powtarzalnos¢ uzyskiwanych za jego pomoca wynikéw (dla kazdej reakcji RAPD wy-
konano 3 niezalezne powtérzenia). tacznie przetestowano 10 oligonukleotydow
(tab. 1). Najwiekszg zmienno$¢ wynikéw RAPD (w zaleznos$ci od badanych odmian)
zaobserwowano dla starteréw OPB 04, A 21 i 923 CA. Starter 923 CA jako charakte-
ryzujacy sie najwyzszg powtarzalnoscig otrzymywanych wynikdw wykorzystano
w dalej prowadzonych doswiadczeniach. Dla 90 badanych odmian zostato za po-
mocg jego wygenerowanych 38 fragmentow DNA o ciezarze czgsteczkowym od 215
do 1300 par zasad. Analizujgc DNA pochodzace z dziewiecdziesieciu (90) odmian
pszenicy. Uzyskano fingerprint tych odmian umozliwiajgcy ich identyfikacje (w ra-
mach badanej grupy).

Tabela 1

Przebadane startery

Nazwa Sekwencja nukleotydow

TACAACgAgg
CTgCngATg

OPB 04 GACTTAACCg
GAICTAAggC
CggAgA\ggy
CCCACAACCC

923 CA CCACCAACCC
GgAggAAgaY
GAAACggqTY

A2l ggACTQAQT

Do dalszej analizy zastosowano metody taksonomii numerycznej (12-14), ktére
znajdujg zastosowanie w analizie grup obiektow charakteryzowanych przez wiele
zmiennych i hierarchicznego faczenia ich w podzbiory. W tym celu wszystkie poli-
morficzne loci oznaczano (i zliczano) jako obecne/brakujgce (lub stabe, mocniejsze,
najmocniejsze). Tak otrzymang tablice danych (90 x 38) - to jest 90 odmian i 38
cech przeksztalcano w kwadratowg macierz podobienstwa, wyliczajgc odlegtosé
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manhatan oraz komplement wspétczynnika Czekanowskiego-Sorensena. Macierze
te nastepnie poddawano klasteryzacji metoda Srednich niewazonych z usrednia-
niem arytmetycznym (UPGMA) oraz metoda Warda. Uzyskano tym sposobem osiem
dendrogramdw grupujacych zbidr analizowanych odmian w okoto dziesie¢ skupien
(podzbioréw). Cztery dla danych binarnych i cztery dla danych ilosciowych. Drzewa
te nieznacznie réznity sie miedzy soba. W celu okreslenia stopnia ich podobienstwa
dokonano za pomocag metod taksonomii numerycznej poréwnania drzew. Wyniki
przedstawiono w tabeli 2 i na rysunku 1. Najbardziej podobne do siebie, jak sie oka-
zalo, byly dendrogramy uzyskiwane za pomoca tej samej miary odlegtosci i metody
klasteryzacji (a zatem niezalezne od metody ocyfrowania danych). Dowodzi to row-
nocennosci obu tych sposobow z tym, ze metoda iloSciowa umozliwia analize da-
nych z mniejszg stratg informacji.

Tabela 2
Objasnienie oznaczen uzytych w dendrogramie obrazujacym poréwnanie drzew (rys. 1)
Typ danych Odlegtosé > Sposob klasteryzciji Symbol
ilo$ciowe Manhatan UPGMA MOU
Ward MoV
Czekanowskiego-Sprensena UPGMA czu
Ward czy
binarme Manhatan UPGMA MOU 01
Ward MOV 01
Czekanowskiego-Sprensena UPGMA CzU 01
Ward Czy 01

Skonstruowano tez drzewo usrednione dla o$miu wspomnianych dendrogra-
moéw. W tym celu kazda z 8 macierzy odlegtosci zostata poddana standaryzacji do
przedziatu [0,1]. Nastepnie, policzona zostata nowa macierz odlegtosci (tez 90 x 90),
ktérej wartosci w klatce (i,j) sa Srednig wartosci wzietych z klatek (i,j) tych 8 wystan-
daryzowanych macierzy. Tak policzona macierz zostata poddana klasteryzacji za po-
moca metody UPGMA i Warda (jeden z tak otrzymanych dendrograméw przedsta-
wiono na rys. 2).
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ALBA
BEGRA
KASPAR
ODA
PANDA
ROMA
— JUMA
-- WILLIAM
— KADETT
— KUJAWIANKA
— MALGORZATKA
— ROSTOCKA
— KOLIBRI
— ODIN
— WYSKOLITEWKA
— BROMA
— MODRA
— HOLME
-- KOMOROWSKA
— RAMIRO
— CHORYNSKA
— GAMA
— GORZOWSKA
— SZELEJEWSKA
— MIRONO 808
<< LANCA
— OPOLSKA
— SIGMA
— ALCEDO
— OROFEN
— LIWILLA
— ZENTOS
— MALTANKA
— OSTKA POP
— ALKORA
— JANA
— GRANA
— HADMERSLEBEN
— ASTA
— BLONDYNKA
— OLZA
— MIRONO 25
— NIKE
— RADA
— ZELAZNA

Rys. 2. jedno z dwoch drzew usrednionych dla o$miu otrzymanych dendrograméw klasteryzacja za

pomocag metody Warda - objasnienia w tekscie. Ze wzgledéw technicznych podzielone na dwie czesci
oznaczone jako A i B.
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ALFA

KOC 2792
EMIKA
KAMILA
KOBRA
SLAZACZKA
MIRONO Y
PODOLANKA
ARDA
KUTNOWIANKA
MIRA

MARIS
PARADA
MIRONO U
ROKICKA
DANA

KOC 742
NAGRADOWICKA
LUNA
DANKOWSKA
OLMA

ALMARI
HENIKA

GK SAGVARI
BETA

OSTKA CH
SALWA
BEZOSTAYA 2
NADGOPLANKA
LESZCZYNSKA
POLANKA
SAGA

AURA

ROTA

ZORBA
ELENA

ETA

JAVA

NINKA i

SMH 2843
WENEDA
JARA

STARKE
JAWA

LAMA
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Otrzymane wyniki swiadcza o znacznej réznorodnosci materiatu genetycznego
reprezentowanego przez te grupe. Dowodza tez mozliwosci zastosowania metody
RAPD do badania bior6éznorodnosci odmian pszenic.
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