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Wstep

Techniki oparte na tafcuchowej reakcji polimerazy sa coraz powszechnicj
stosowane do analiz genomu roélinnego [NYBoM 1991). Szczegdlnice istotng rolg
odgrywaja w pracach hodowlanych, gdzie precyzyjna ocena tozsamosci genotypow
i stopnia ich pokrewienstwa jest niezbedna dla opracowania programu krzyzo-
wafi. Do najcze$ciej uzywanych technik identyfikacyjnych nalezg oparte na lafcu-
chowej reakeji polimerazy (PCR): technika losowo wzmocnionego polimorficzne-
go DNA (RAPD - random amplified polymorphic DNA) [WILLIAMS i in. 1990]
oraz wewnetrzne pojedyncze powtdrzenia mikrosatelitarne (ISSR — inter simple
sequence repeats) [ZIETKIEWICZ i in. 1994]. Polegaja onc na amplifikacji (powicla-
niu) w obecnosci polimerazy tych fragmentéw analizowanego genomu, ktore sa
komplementarne do sekwencji uzytych w reakcji starteréw. W przypadku RAPD
do reakcji amplifikacji stosuje si¢ arbitralne, dziesi¢cionukleotydowe startery,
podczas gdy w ISSR uzywa sig starteréw osiemnastonukleotydowych o dwunukle-
otydowych powtdrzeniach mikrosatelitarnych [MORENO i in. 1995). Obic techniki
znalazly zastosowanie w identyfikacji odmian oraz okre§laniu pokrewiciisiwa w
obrebic wielu gatunkéw roélin sadowniczych [GRAHAM i in. 1994; LANDRY i in. 1994;
LANHAM i in. 1995], a ich kompleksowe zastosowanic pozwolito na rozwigzanic
watpliwosci  dotyczacych tozsamosci badanych genotypow [LLANIIAM, BRINNNAN
1999).

Celem badaii podjetych w Zakladzie Hodowli Roélin Sadowniczych bylo
poréwnanie przydatnosci metod RAPD i ISSR do okreélenia stopnia powinowac-
twa genetycznego w obrebie rodzaju Ribes. W ninicjszej pracy przedstawiono wy-
niki analizy polimorfizmu genotypéw agrestu (Ribes grossularia), stanowigcych
przedmiot programéw hodowlanych prowadzonych w Zakladzic Ilodowli Roslin
Sadowniczych Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skicrniewicach (ISK).

Material i metody

Material roslinny. Analizic poddano 12 odmian agrestu {‘Invicta’, ‘Green-
finch’ ‘Bialy Triumf’, Niestuchowski’, ‘Macurines’, ‘Hinnomaki Rot’, ‘Rokula’,
‘Rolonda’, ‘Resistanta’, ‘Captivator’, ‘Karpaty’, ‘Martlet’), pochodzacych 7 kolekgji



450 A. Kuras 1 inni

Z.akladu IHodowli Roslin Sadowniczych Instytutu Sadownictwa 1 Kwiaciarstwa.

Izolacja DNA. Izolacjg przeprowadzono wedlug metody opracowanej przez
DovLE i DovLE [1990]. Roztarty w ciektym azocie tkanke (1 g mlodych lisci) inku-
bowano (60°C/30 min) z 15 ml buforu ekstrakcyjnego (2% bromku heksadecylo-
trimetyloamoniowego - CTAB; 100 mmol Tris HCldm=; pH 8,0; 1,4 mol
NaCl-dm=; wersenianu sodowego — 20 mmol EDTA-dm3; 2% PVP-40 oraz 1%
merkaptoctanolu) 1 oczyszezano mieszaning  chloroform/alkohol  izoamylowy
(24 : 1). Kwasy nukleinowe wytracano izopropanolem, a finalny produkt rozpusz-
czano w 500 ul buforu TE. Degradacj¢ RNA przeprowadzano przy uzyciu
RNazyA. Stgzenie DNA oznaczano elektroforetycznie 1 spektrofotometrycznie
(Gene Quant pro Amersham Pharmacia Biotech).

Lancuchowa reakcja polimerazy

RAPD. Micszanina reakeyjna (13 ul) zawierata ok. 10 ng DNA oraz 0,32 U
polimerazy, 10 x PCR-bufor II z 2 mmol MgCl,-dm=? (Ampli Tag Gold, Perkin
L:lmer), 1,25 mmol dNTP-dm- i 4 umol startera na reakcjg. Przebadano 35 dzie-
siccionukleotydowych starteréw ¢ arbitralne] sekwencji (OPA 01-11, OPB 01-12,
OPC 01-12 - Operon Technologies Inc., USA). Kazda reakcja obejmowala 48
cykli (94°C/1 min, 37°C/1 min, 72°C/2 min). ‘

ISSR. Micszanina reakcyjna (13 pl) zawicrata 30 ng DNA oraz 0,65 U poli-
merazy 1 1 x bufor (Platinum Gibceo), 0,8 mmol dANTP-dm= i 4 pmol startera na
reakeje. lestowano 10 starterdw o powtarzalnych sckwencjach (801, 816, 843-
850), zestaw nr 9 UBC (University of British Colombia). Kazda reakcja obejmo-
wata 35 cykli (94°C/40 s, 55°C/50 s, 72°C/1 min).

Wsrystkice reakcje PCR prowadzono w termocyklerze PTC — 200 (MJ Re-
scarch), a produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu aga-
rozowym 1 analizowano w $wietle UV. Kazda reakcja byla powtarzana 1 tylko
produkty powtarzalne byly analizowane w dalszych badaniach.

Wyniki i dyskusja

W wyniku reakeji amplifikacji przeprowadzonych przy uzyciu technik
RAPD-PCR 1 SSR-PCR komercyjnymi starterami uzyskano 647 produktow,
sposrdod ktoryeh 149 (69 dla RAPD 1 80 dla ISSR) pozwalato na réznicowanie
badanych genotypéw. Polimorficzne produkty RAPD posiadaly wielko$¢ od 450
do 2050 par zasad (pz), podcezas gdy produkty uzyskane przy uzyciu techniki SSR
od 400 do 2856 pz (tab. 1a, 1b). Na podstawie tych wynikéw wybrano 4 startery
RAPD i 4 startery SSR, w reakgji z ktérymi obserwowano wyrazne, informatywne
produkty polimorficzne réznicujgce badane odmiany. Analiza dendrograméw
utworzonych na podstawie komputerowej analizy produktéw polimorficznych
(Dnasis, Phylip) 1 wykreslonych w oparciu o indeksy podobiefistwa [NEL L 1979]
wskazuje na zgrupowanie odmian zgodnie z krajem pochodzenia, np. ‘Karpaty’ 1
‘Nicsluchowski’ (odmiany pochodzace z Ukrainy), jak réwniez zgodnie z ich ro-
dowodem np. ‘Captivator’ i ‘Resistenta’ (rys. la, 1b). Wyniki uzyskane w oparciu
o dane RAPD i SSR sg podobne. Jedynie w przypadku odmian agrestu ‘Invicta’,
‘Rokula’ i ‘Rolonda’ zaobserwowano réznice w dystansic genetycznym przy tych
samych dla obu metod tendencjach w zakresic pokrewiefistwa odmian.



Tabela 1; Table 1

Uproszezony schemat identyfikacji 12 odmian agrestu przy zastosowaniu technik RAPD (a) i ISSR (b) z wybranymi starterami,
w reakcji z kiérymi obserwowano produkty polimorficzne

simplified scheme of identification of 12 gooseberry cultivars at using RAPD (a) and ISSR (b) techniques with selected primers
in which polymorphic products were observed

The
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1..12 - genotypy 12 odmian agrestu, patrz tab. 1a i 1b; genotypes of 12 gooseberry varietics,

see Table 1a and 1b

Rys. 1. Dendrogram uzyskany dla 12 genotypéw agrestu w oparciu o wyniki rcakeji
RAPD (a) i ISSR (b)

Rys. 1. Dendrogram for 12 gooseberry genotypes obtained on the basis of RAPD (a)
and ISSR (b) reaction data

Markery DNA sa niezwykle przydatne przy charakteryzowaniu genomu ros-
lin [GRAHAM | in. 1994; LANDRY i in. 1994; MORENO 1 in. 1995; I ANHAM i in. 1995;
ZHEN-XIANG i in. 1996; SZAFRAN i in. 1997]. Ich przygotowanic wymaga jednak do-
ktadnego opracowania metodyki badan dla kazdego 7 analizowanych gatunkéw.
Warunki reakcji i zestaw starteréw do genetycznej charakterystyki gatunkéw 2 ro-
dzaju Ribes przy zastosowaniu stosunkowo prostej techniki RAPD byly analizo-
wanc w europejskich osrodkach naukowych [SZAFRAN i in. 1997; LANIIAM, BRENNAN
1998; 1999]. Poniewaz jednak kazda z technik generujaca markery identyfikacyjne
umozliwia analize innego regionu genomu, jednoczesne ich stosowanic pozwala
na pehniejsza analize testowanych genotypéw, co wykazano w pracach nad identy-
fikacja odmian porzeczki czerwonej [LANHAM, BRENNAN 1999], jak rowniez w
przedstawione] pracy dotyczacej agrestu.
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Stowa kluczowe:  agrest, polimorfizm DNA, techniki RAPD i ISSR
Streszczenie

Celem pracy byla ocena przydatnosci technik RAPD i ISSR do okreslenia
stopnia powinowactwa genetycznego 12 odmian agrestu (R. grossularia), uzywa-
nych w programach hodowlanych w Zaktadzie Hodowli Roélin Sadowniczych. W
oparciu o wyniki reakcji amplifikacji przeprowadzonej przy uzyciu techniki
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RAPD 1 ISSR dokonano wyboru starteréw, w reakeji z ktdrynii obscrwowano
produkty polimorficzne, réznicujace genotypy. Analiza pokrewiciistwa genotypow,
oszacowanego na podstawic komputerowej analizy produktéow polimorficznych
wykazata, ze stosowanie obu technik pozwala na pelniejsza analiz¢ testowanych
genotypow.

EVALUATION OF GENETIC DIVERSIFICATION OF GOOSEBLERRY
(R. grossularia) GENOTYPES USING RAPD AND ISSR TEECTINIQUES

Anita Kuras, Maigorzata Korbin, Stanistaw Pluta, Edward Zurawicz
Research Institute of Pomology and Floriculture, Skicrniewice

Key words:  gooseberry, DNA polymorphism, RAPD and ISSR techniques
Summary

The aim of the studies was an estimation of RAPD and ISSR techmiques
uscfulness to determine genetic relationships of 12 gooseberry cultivars used in
breeding programme at the Frui# Breeding Department. Polymorphic PCR pro-
ducts gencrated in RAPD and ISSR reaction were chosen to genetic relationship
determination (Dnastar, Phylip) analysis. The results showed similar tendency for
data obtaincd at RAPD and ISSR but simultaneous use of both techniques al-
lowed to increase the precision in determination of relationships.
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