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Badanie polimorfizmu ,,rzepakochwastow”
za pomoca markerow RAPD

»Rapeseed-like weeds” polymorphism detected with RAPD markers
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W ostatnich latach obserwuje si¢ wystgpowanie na plantacjach rzepaku ozimego roslin odbiegaja-
cych wygladem od typowego morfotypu roslin uprawianych na danym polu. Pojawienie si¢ ich
powoduje obnizenie warto$ci surowca dostarczanego dla potrzeb przemyshu thuszczowego ze wzgledu
na podwyzszona zawarto$¢ kwasu erukowego. Z tego powodu podjgto probe charakterystyki tych
ro$lin pod wzglgdem molekularnym. Badanie przeprowadzono za pomoca metody RAPD przy uzyciu
wczesniej wyselekcjonowanych 25 starteréw. Badanie pozwolito na podzial roslin na kilka grup
0 r6znym stopniu zroznicowania genetycznego. Podzial na poszczegdlne grupy pokrywat si¢ z miejscem
pochodzenia roélin. Podobienstwo genetyczne badanych ro§lin byto zréznicowane i wahato si¢ od
40 do blisko 90%.
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The occurrence of plants whose morphological appearance is different from the typical
morphotype of plants cultivated on a given field has been recently observed in oilseed rape
plantations. They show a higher amount of erucic acid, which causes devaluation of material
delivered for oil industry. For this reason some molecular analyses were undertaken. The research
was performed with RAPD method using 25 primers selected earlier. This study allowed for the
division of plants into a few groups of different genetic variability levels. This division was consistent
with plants origin. Genetical similarity of analysed plants was different and ranged from 40 to 90%.
On the basis of the analyses made so far we may suspect that a part of analysed accesions is probably
a turnip-like rape, and a part belongs to varieties of oilseed rape earlier than this cultivated on a field
which they came from.

Wstep

W ostatnich latach obserwuje si¢ wystepowanie na plantacjach rzepaku ozi-
mego roslin rozniacych si¢ wygladem od typowego morfotypu rzepaku. Pojawienie
si¢ tych roslin powoduje obnizenie warto$ci surowca dostarczanego dla potrzeb
przemystu tluszczowego ze wzgledu na podwyzszona zawartos¢ kwasu eruko-
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wego. Z tego powodu podjeto probe charakterystyki tych roslin pod wzgledem mo-
lekularnym. Celem badania jest okreslenie zroznicowania genetycznego pomigdzy
rzepakochwastami, a takze dystansu genetycznego pomigdzy rzepakochwastami
a rzepakiem i rzepikiem. Jedna z coraz czesciej stosowanych metod jest technika
losowej amplifikacji polimorficznego DNA (RAPD), ktora wykorzystano w niniej-
szej pracy. Metoda ta stosowana jest do mapowania genetycznego (Williams i in.
1990) oraz oceny dystansu genetycznego i badania polimorfizmu wewnatrz- i migdzy-
gatunkowego (Hu i Quiros 1991, Sun i in. 1998).

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowi potomstwo roslin o morfotypie rzepiku oraz roslin
o morfotypie rzepaku wykazujacych wczesno$¢ kwitnienia. Pochodza one z plan-
tacji rzepaku ozimego (odmiana Lisek) z r6znych rejonéw Polski.

Matyszyn — woj. lubuskie: A373 (25), A379 (24), A386 (23), A389 (22),
8000 (21), 8001 (20)

Pisarzowice — woj. §laskie: AG2 (18), AG3 (17), AG4 (16), AG5 (15)
Modzurow — woj. slaskie:  Mo3 (10), Mo5 (11), Mo12 (12), Mo13 (13), Mo14

(14)
Krzywizna — woj. opolskie: K32 (7), K34 (8), K35 (9)
woj. dolnoslaskie: M1 (19)

Jako materiat poréwnawczy postuzyly odmiany rzepaku ozimego: Lisek (6),
Brink (2) 1 jarego: Profit (5) oraz rzepiku ozimego: Ludowy (4) i jarego: Torpe (3)
oraz Brachina (1).

Izolacj¢ DNA wykonano z mtodych lisci wedlug metody Dellaporta (1983).
Liscie umieszczono w probdéwce Eppendorfa i wlozono na okoto 5 minut do
cieklego azotu, nastgpnie probowki umieszczono w lodzie dodajac 0,5 ml buforu
BE i rozcierano licie homogenizatorem, po roztarciu tkanki dodawano 33 pl 20%
SDS. Przeprowadzono proces inkubacji w tazni wodnej w temperaturze 65°C przez
40 minut, a nastgpnie do probéwki dodano 165 ul 5SM CH3;COOK i pozostawiono
na okoto 30 minut. Wirowano przez 15 minut w wirowce (13 000 obr./min.), ze-
brano supernatant. Do supernatantu dodano 0,7 objgtosci izopropanolu. Probowki
umieszczono w zamrazarce w temperaturze —20°C na 20 minut. W kolejnym etapie
wirowano przez 15 minut, zlewano supernatant do sucha. Otrzymany osad
przeptukano 70% etanolem (500 ul) o temperaturze —20°C. Probowki przeniesiono
do pompy proézniowej na 5 minut. Po osuszeniu osadu dodano dejonizowana H,O
(100 pl) i pozostawiono w temperaturze pokojowej do nastgpnego dnia.

Do badania uzyto 25 starterow ujawniajacych polimorfizm, ktére wyselekcjo-
nowano z 50 starteréw firmy Operon Technologies.
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Sktad mieszaniny reakcyjnej w objgtosci 12,5 ul:
— woda dejonizowana 9,75 pl,
— TrisHC1 1 M pH 8,3 0,125 pl,

— 25 mM MgCl2 1,0 pl,

— BSA 0,0625 pl,
— 2 mM dNTP 0,625 ul,
— starter 0,25 ul,
— Taq polimeraza 0,187 pl,
— ekstrakt DNA 0,5 ul.

Do amplifikacji DNA wykorzystano termocykler T3 firmy Biometra usta-
wiony na nastgpujacy program:

denaturacja wstgpna — 94°C — 1 min;
pierwsze 10 cykli:
denaturacja —94°C -5,
przylaczanie starterow — 37°C —30s,
amplifikacja —72°C—-30s;
dalsze 35 cykli
denaturacja —94°C -5,
przylaczanie starterow — 37°C —30s,
amplifikacja — 72°C—-60s.

Elektroforeze produktow PCR przeprowadzono w 1,5% zelu agarozowym,
w buforze TBE 1x, przy napigciu 100 V i natezeniu 200 mA. Wzory prazkowe
wizualizowano bromkiem etydyny dodajac 1,0 pl na 50 ml zelu.

Wyniki analizowane byty przy uzyciu programu UVIMAP (Ver 99) wedhug
wzoru Nei i Li (1979):

A =2nxy \ (nx + ny),

gdzie 2nxy oznacza prazki wystgpujace w obu genotypach, za§ nx oraz ny ozna-
czaja prazki charakterystyczne dla danego genotypu. Analizy wykonane zostaty
z przedziatem ufnosci 0,05.

Wyniki i dyskusja

Przy zastosowaniu wczesniej wyselekcjonowanych 25 starterow uzyskano
dendrogram ukazujacy stopien podobienstwa genetycznego badanych obiektow
(rys. 1). Analiza molekularna wykazata duze zrdéznicowanie badanych roslin.
Badanie pozwolito na podziat roslin na kilka grup o ré6znym stopniu podobienstwa
genetycznego. Podzial na poszczegolne grupy pokrywal si¢ z miejscem pocho-
dzenia ro$lin. Mozna wyrézni¢ dwie podstawowe grupy. W jednej z nich znajduje
si¢ rzepik oraz rzepakochwasty o morfotypie zblizonym do rzepiku, natomiast do
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Rys. 1. Podobienstwo genetyczne pomiedzy rzepakochwastami oraz rzepakiem i rzepikiem — Genetical
similarity among rapeseed-like weeds and oilseed rape and turnip-like rape

drugiej grupy zostat zakwalifikowany rzepak oraz rzepakochwasty o morfotypie
podobnym do rzepaku. Podzial ten potwierdza wstepna klasyfikacje tych roslin
opartg na obserwacji cech morfologicznych.

Sun i in. (1998) w swoich badaniach nad pokrewienstwem genetycznym
pszenicy otrzymali podobny efekt. Obiekty podzielone zostalty na dwie grupy:
w jednej znalazly si¢ europejskie genotypy pszenicy orkisz, w drugiej chinskie
genotypy pszenicy zwyczajnej oraz pszenicy tybetanskiej, co sugeruje znacznie
wigksze pokrewienstwo pszenicy tybetanskiej do chinskiej pszenicy zwyczajnej niz
do europejskiej pszenicy orkisz i potwierdza wczesniejsza klasyfikacje bazujaca
na obserwacjach morfologicznych.
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Podobienstwo genetyczne w obrgbie poszczegolnych grup bylo rézne i siggato
od 40% pomigdzy rzepakochwastem 8001 a odmiana rzepiku jarego Torpe do 90%
pomigdzy rzepakochwastami A389 i A373. Najwigkszy polimorfizm ujawnily
startery: OPA 09, OPA 04 oraz OPG 16. Masa molekularna produktow PCR
wynosita od 300 do 1800 bp (rys. 2). Ogolna liczba generowanych prazkéw wyno-
sita od 6 do 11 prazkow, co jest zgodne z ogoélnymi zalozeniami teoretycznymi
Waugh i Powell (1992), ktorzy oceniaja, ze startery 10 nukleotydowe dla wigk-
szosci roslin powinny dawac od 2 do 10 produktow amplifikacji.
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Rys. 2. Wz6r prazkow dla startera OPG 16 — Bands pattern for primer OPG 16

Podjety problem jest zjawiskiem slabo jeszcze poznanym. Pierwsze donie-
sienia 0 wystgpowaniu rzepakochwastow w uprawach rzepaku ozimego pojawity
si¢ pod koniec lat dziewig¢dziesiatych. Badania rzepakochwastéw przeprowadzone
przez Wojciechowskiego i in. (2000) pozwalaja przypuszczac, iz badane rosliny sa
prawdopodobnie rzepikiem wyrostym z nasion ktore osypaty si¢ w poprzednich
latach. Nasiona te zachowuja zywotno$¢ nawet do siedmiu lat (Smith i in. 1995).
Rzepak (Brassica napus) jest naturalnym allotetraploidem taczacym w sobie pod-
stawowe zespoly chromosomow Brassica campestris (AA = 20) i Brassica oleracea
(CC = 18). Gatunki z rodziny Brassicaceae sa roslinami mniej lub bardziej obco-
pylnymi. Mozliwe jest wigc krzyzowanie si¢ tych gatunkow przez swobodne
przepylenie w warunkach polowych i powstawanie czg$ciowo ptodnych mieszan-
cOw (Grabiec 1967). Mozna tez zaklada¢, ze analizowane ro$liny sa mieszancami
rzepaku z rzepikiem. Podejrzewa si¢ takze, ze obserwowane rosliny moga by¢
pozostatoscia po pastewnych formach Brassica: Perko lub Brachina. Obie te formy
powstaty w wyniku krzyzowania rzepiku ozimego z kapusta chinska. Mozliwe jest
wigc, ze pojawiajace si¢ w uprawach rzepaku formy rzepikowe sa tzw. powraca-
jacymi diploidami, ktére wysegregowaly z form Perko lub sa pozostatoscia po
uprawianej wczesniej na tych terenach Brachinie. Przeprowadzone badanie nie
wykazato jednak wysokiego podobienstwa analizowanych obiektéw do Brachiny.
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W ostatnim czasie coraz czesciej w uprawach rzepaku ozimego spotyka si¢
takze rosliny o morfotypie rzepaku, ktére jednak wykazuja weczesnos¢ kwitnienia
w stosunku do odmiany wystgpujacej na danym polu. Pozwala to przypuszczaé,
ze naleza one do innej niz uprawiana na danym polu odmiana rzepaku lub sa krzy-
z6wka odmian. Rzepakochwasty K32, K34 i K35 wykazaty duze podobienstwo ge-
netyczne do wezesnej szwedzkiej odmiany Brink, co moze potwierdzaé t¢ hipoteze.

Whioski

1. Analiza molekularna pozwolita na podzial badanych roslin na kilka grup
o r6znym stopniu podobienstwa genetycznego.

2. Stopien podobienstwa genetycznego w obrgbie poszczegdlnych grup byt
ro6zny 1 wynosit od 40 do 90%

3. Mozna wyr6zni¢ dwie podstawowe grupy. W jednej z nich znajduje si¢ rzepik
oraz rzepakochwasty o morfotypie zblizonym do rzepiku, natomiast do drugiej
grupy zostal zakwalifikowany rzepak oraz rzepakochwasty o morfotypie po-
dobnym do rzepaku.

4. Na podstawie dotychczas przeprowadzonych badan mozna przypuszczaé, ze
cze$¢ analizowanych obiektow stanowi rzepik, czg$¢ za$ nalezy do innych,
wczesniejszych odmian rzepaku niz ta uprawiana na polu skad pochodzity Iub
jest krzyzoéwka z wezedniejsza odmiana.
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