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Wstep

W latach 2000-2002 prowadzono badania majgce na celu oceng zréznico-
wania genetycznego kolekcji zasobéw genowych marchwi, zgromadzonych w Pra-
cowni Zasobéw Genowych Instytutu Warzywnictwa w Skierniewicach. Ogétem do
analiz wykorzystano 95 obiektéw nalezacych do rodziny Apiaceae, przy badaniu
ktérych wykorzystano markery RAPD oraz AFLP. U marchwi markery te byly juz
wczesniej stosowane przez innych autoréw dla oszacowania zréznicowania gene-
tycznego Daucus carota i gatunkéw pokrewnych. NAKAJIMA i in. [1998] podkreslili
duza zgodno$¢ otrzymanych wynikéw z obserwacjami morfologicznymi 26 obiek-
téw z rodzaju Daucus o réznym pochodzeniu. Potwierdzili oni przydatno§¢ oma-
wianych metod do okre§lania zakresu zmiennoS$ci, ktéra byla wynikiem réznic
uwidocznionych na podstawie analizy 238 markeréw RAPD i AFLP, a nie tylko
wybranych cech morfologicznych. BRADEEN i in. [2002] wykazali natomiast wysoki
poziom zmienno$ci genetycznej i jej nieuporzadkowany charakter w obrgbie dzi-
kich i uprawnych form Daucus carota. GRZEBELUS i in. [2001b] stwierdzili wystgpo-
wanie wysokiego poziomu zmienno$ci genetycznej w materialach hodowlanych
marchwi jadalnej i poddali w watpliwo$¢ przydatno$¢ markeréw AFLP do oceny
czystoSci odmianowej. Poréwnanie technik RAPD i AFLP wskazalo na podobng
przydatno$¢ obu technik dla oceny zrdéznicowania genetycznego marchwi [GRZE-
BELUS i in. 2001a]. W niniejszej pracy oméwiono wyniki oceny zréznicowania gene-
tycznego w obrgbie 27 obiektéw ocenianych w roku 2002 oraz poréwnano wyniki
otrzymane we wszystkich trzech latach badafi dla siedmiu obiektéw wzorcowych.

Material i metody

W roku 2002 badaniami objgto ogétem 27 obiektdw nalezacych do rodza-
j6w Daucus (22 obiekty), Torilis (3 obiekty), Caucalis (1 obiekt) i Orlaya (1
obiekt), zgodnie ze wstgpna klasyfikacja taksonomiczng, przeprowadzong w trak-
cie misji kolekcyjnej oraz bezposrednio po jej zakoficzeniu (tab. 1). Nasiona wy-
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siano do skrzynek i uprawiano w warunkach szklarniowych az do wytworzenia
bujnej rozety liSciowej. DNA izolowano z milodych liSci 2-3 miesigcznych ro$lin
marchwi. Dla kazdego obiektu pobierano liscie 15 roslin, mieszano je, a nastep-
nie zamrazano i ucierano w cieklym azocie. Dalsza ekstrakcje prowadzono przy
uzyciu zestawu DNeasy Plant Kit (Qiagen) zgodnie z instrukcja. Reakcjg powie-
lania DNA prowadzono w objetosci 20 ul w warunkach typowych dla techniki
RAPD, temperatura przylaczania starteréw wynosita 42°C, a' czas syntezy nici
komplementarngj (72°C) w kazdym z 40 cykli wynosit 2,5 min. Produkty PCR
rozdzielano w 1% zelu agarozowym i barwiono bromkiem etydyny. Analizy
AFLP prowadzono przy wykorzystaniu zestawdw odczynniké6w AFLP Core Rea-
gent Kit i AFLP Starter Primer Kit (Invitrogen). Kolejne etapy (restrykcja mie-
szaning enzyméw EcoRI 1 Msel, ligacja adapteréw, preamplifikacja i selektywna
amplifikacja) prowadzono zgodnie ze zmodyfikowang metodyka AFLP {BRIARD i
in. 2000]. Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 6% denaturuja-
cym zelu poliakrylamidowym. Elektroforogramy wizualizowano przy wykorzysta-
niu procedury barwienia srebrowego [BRIARD i in. 2000].

Tabela 1; Table 1

Lista obiektéw wykorzystanych w badaniach
List of accessions used in the study

Numer obiektu Wstepna klasyfikacja taksonomiczna Kraj pochodzenia
Accession no. Initial taxonomic classification Country of origin
Amsterdam 2 Sweetheart Daucus carota Holandia; The Netherlands
G013 Daucus carota Grecja; Greece
G 088 Daucus carota Grecja; Greece
G118 Daucus carota Grecja; Greece

S 097 Daucus carota Syria

T 053 Daucus carota Turcja; Turkey
T 085 Daucus carota Turcja; Turkey
T 130 Daucus carota Turcja; Turkey
S 076 Daucus broteri Syria

T 046 Daucus broteri Turcja; Turkey
G 007 Daucus guttatus Grecja; Greece
G 015 Daucus guttatus Grecja; Greece
T 035 Daucus guttatus Turcja; Turkey
T 058 Daucus involucratus Turcja; Turkey
S 078 Daucus sp. Syria

S 122 Daucus sp. Syria

T 047 Daucus sp. Turcja; Turkey
T 069 Daucus sp. Turcja; Turkey
T 080 Daucus sp. Turcja; Turkey
T 086 Daucus sp. Turcja; Turkey
T 103 Daucus sp. Turcja; Turkey
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T 108 Daucus sp. Turcja; Turkey
T 108 Daucus sp. Turcja; Turkey
G 098 Caucalis sp. Grecja; Greece
G 016 Orlaya sp. Grecja; Greece
T 014 Torilis sp. Turcja; Turkey
T 019 Torilis sp. ‘ Turcja; Turkey
T 026 Torilis sp. - Turcja; Turkey

W celu weryfikacji powtarzalnoci uzyskanych wynikéw poréwnano topolo-
gi¢ dendrograméw dla siedmiu obiektéw wzorcowych analizowanych we wszyst-
kich latach badad.

Macierze podobiefistwa genetycznego wyliczono przy zastosowaniu wspét-
czynnika Jaccarda wykorzystujac program GenStat v. 6.0. Dendrogram obrazujacy
zréznicowanie genetyczne wykre§lono w oparciu o algorytm UPGMA. Wyliczono
réwniez korelacje migdzy macierzami podobiefistwa genetycznego.

Wyniki i dyskusja

W roku 2002 uzyskano 144 markery réznicujace badane obiekty, sposrod
ktérych 67 otrzymano technika RAPD, a 77 technika AFLP, przy czym wzory
prazkowe otrzymane zaréwno w oparciu o technik¢ RAPD, jak i AFLP byly wy-
soce polimorficzne. LE CLERC i in. [2002] postuluja, Zze 70 markeréw molekular-
nych to liczba wystarczajaca dla wiarygodnej oceny dystansu genetycznego. W
niniejszej pracy wykorzystano w tym celu dwukrotnie wigcej markerdw. Wysoka
wiarygodno$¢ otrzymanych wynikéw potwierdza réwniez fakt, iz poréwnanie ma-
cierzy podobiefistwa genetycznego wskazuje na duzg zgodno$¢ otrzymanych wyni-
k6w, niezaleznie od wybranego rodzaju markeréw. Swiadcza o tym réwniez wyso-
kie wartosci wspélczynnikéw korelacji (tab. 2). Otrzymane na podstawie tych ma-
cierzy dendrogramy pozwolily na wyréznienie trzech gléwnych grup obiektéw
(rys. 1). Pierwsza obejmowata obiekty nalezace do rodzaju Torilis, druga do ro-
dzaju Orlaya i Caucalis, a trzecia do Daucus. W obrebie grupy Daucus znajdowa-
1y sic dwa siostrzane skupienia, pierwsze obejmujace obiekty D. carota, drugie -
dzikie gatunki Daucus, z wyraznie wyodrgbniong grupg trzech obiektéw nalezg-
cych do gatunku D. guttatus. Nie stwierdzono grupowania si¢ obiektow zgodnie z
ich pochodzeniem geograficznym, co potwierdza obserwacje BRADEEN'A i in.
[2002], dotyczace nieustrukturyzowanego charakteru zmiennosci w obrebie gatun-
ku D. carota. SHIM i JRRGENSEN [2000] donosili natomiast o istnieniu zwigzku mig-
dzy lokalizacja geograficzna a dystansem genetycznym dzikich populacji D. carota
z terenu Danii. Lokalizacja kilku obiektéw (D. carota T130, D. carota G013 oraz
jednego z dwéch obiektéw D. broteri) nie korespondowata z ich proponowang
klasyfikacja taksonomiczng. Wskazuje to na konieczno$¢ weryfikacji oceny zebra-
nych obiektéw pod wzgledem taksonomicznym. Poréwnanie macierzy podo-
biefistw genetycznych dla siedmiu obiektéw powtérzonych we wszystkich latach
badafi wskazuje na bardzo duza zgodno$¢ otrzymanych wynikéw (tab. 3). Row-
niez dendrogramy charakteryzowaly sig¢ bardzo zblizonym ukladem obiektéw (rys.
2). Grupa obejmujaca trzech przedstawicieli gatunku D. carota cechowala si¢ naj-



204 R. Baraniski i inni

Tonlis TO14
Torilis TO26

Torilis TO1S
Daucus carota 7053

}
Daucus carota TO85
Daucus carota G118
Amsterdam 2 Sweetheart 1
Daucus carota S097 4:}__,
Daucus carota G088 =
Daucus sp. TO69
Daucus broteri TO46 ]__}—'——
Daucus sp. TO47 ‘
Daucus sp. T108 :
Daucus sp. $122
Daucus guttatus G015
Daucus guttatus G007 }____l'_“_"‘

Daucus guttatus TO35
Daucus involucratus T058 |

Daucus sp. T080 = =
Daucus sp. T086 -15_—]'__—‘
Daucus sp. T103 =

Daucus carota G013
Daucus sp. S078 -

Daucus broteri SO76
Daucus carota T130

Caucalis platycarpos G098 : l——'_J
Orlaya G016
I I i H L
1 0.8 0.6 04 0,2 0

podobiefistwo genetyczne; genetic similarity

Rys. 1. Dendrogram obrazujacy podobiefistwo Igenetyczne 27 obiektéw na podstawie
facznej analizy markerow RAPD i AFL
Fig. 1. Dendogram illustrating genetic similarity of 27 carrot accessions based on

RAPD and AFLP markers .

Tabela 2; Table 2

Wspoétezynniki korelacji pomigdzy macierzami podobiefistwa genetycznego 27 obiektéw
otrzymanymi przy wykorzystaniu réznych marker6w molekularnych

Correlation coefficients between matrices of genetic similarity for 27 carrot
accessions obtained with different kinds of molecular markers

Tchniques RAPD AFLP RAPD and AFLP
RAPD 1
AFLP 0912 1
RAPD i AFLP 0971 0,983 : 1
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Tabela 3; Table 3

Wspétczynniki korelacji pomigdzy macierzami podobienstwa genetycznego
siedmiu obiektéw badanych w latach 2000-2002

Correlation coefficients between matrices of genetic similari;y for seven carrot accessions
evaluated in the years 2000-200

Lata; Years 2000 2001 2002
2000 1
2001 0,973 1
2002 0,977 0,983 1
2000 2001
D. guttatus G007 4 D. guttatus G007 4 :l.____
D. guttatus T0354 ::I__ D. guttatus T35 4
D. involugratus T058 C. platycarpos G098
C. platycarpos G098 D. involucratus T058
D. carota G088 4 D. carola G088
Amsterdam Amsterdam
2 Sweetheart 29 heart
1 l;l ofa 074 otz ; - 1 0:0 0.3 O.A o'z :

podobiefistwo genetyczne; genetic similarity
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D. guttatus T0354

D. involucratus T058
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Rys. 2, Podobiefistwo genetyczne siedmiu obiektéw badanych w latach 2000-2002
Fig. 2. Genetic similarity of seven carrot accessions evaluated in 2000-2002

wiekszym podobiefistwem genetycznym, a jednocze$nie byla ona najbardziej od-
dalona od pozostalych obiektéw nalezacych do rodzajéw Daucus oraz Caucualis.
Uzyskane wyniki sa wykorzystywane przez kuratora kolekcji do racjonalizacji za-
rzadzania polskimi zasobami genowymi marchwi.

Whioski

1.  Markery RAPD i AFLP s3 przydatne dla oceny dystansu genetycznego w
kolekgji zasobéw genowych rodzaju Daucus i pokrewnych, a takze do wery-
fikacji taksonomicznej klasyfikacji zgromadzonych materialéw.
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2. Macierze dystansu genetycznego byly podobne niezaleznie od wybranego
rodzaju markeréw.

3. Stwierdzono duza zgodno§¢ wynikéw w kolejnych latach badas dla siedmiu
obiektéw wzorcowych,
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Stowa Kluczowe: = marchew, dystans genetyczny, zasoby genowe
Streszczenie

Oceng zréznicowania genetycznego prowadzono dla 27 obiektdéw naleza-
cych do rodzajéw Daucus, Caucalis, Orlaya i Torilis w oparciu o 144 markery roz-
nicujgce badane .obiekty, spos§réd ktérych 67 otrzymano technika RAPD, a 77
technika AFLP. Macierze dystansu genetycznego byly podobne, niezaleznie od
wybranego rodzaju markeréw. Analiza pozwolila na wyréznienie trzech gtéwnych
grup obiektéw obejmujacych odpowiednio obiekty nalezace do rodzaju Torilis,
Orlaya/Caucalis oraz Daucus. Poréwnanie macierzy podobiefistw genetycznych
dla siedmiu obiektéw powtdrzonych w trzech latach badaf wskazalo na bardzo
duza zgodno$é otrzymanych wynikéw, co zostalo potwierdzone bardzo zblizonym
ukladem obiektéw na dendrogramach. Uzyskane wyniki sa wykorzystywane przez
kuratora kolekcji do raqonallzacp zarzqdzama polsk1m1 zasobam1 genowymi
marchwi.



WYKORZYSTANIE MARKEROW DNA DO OSZACOWANIA ZMIENNOSC ... 207

THE USE OF DNA MARKERS FOR EVALUATION
OF GENETIC DIVERSITY IN THE POLISH GERMPLASM COLLECTION
OF CARROT (Daucus carota L.)
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Summary

Genetic diversity was evaluated for 27 accessions belonging to genera Dau-
cus, Caucalis, Orlaya and Torilis on the basis of 144 molecular markers differen-
tiating them, out of which 67 were obtained using RAPD, and 77 using AFLP
techniques. Genetic distance matrices were similar regardless the kind of marker.
Analysis allowed for the identification of three clusters grouping accessions
belonging to genera Torilis, Orlaya/Caucalis and Daucus. Comparison of simila-
rity matrices for seven accessions evaluated in all three years showed that the
results were highly reproducible, which was confirmed by a similar tree topology.
The results are utilized by the curator as a tool for more rational management of
the collection.
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