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Ocena zréznicowania genetycznego potomstwa
Fragaria moschata x Potentilla fruticosa
przy uzyciu markeré6w RAPD

Estimation of Genetic Differentiation of Progenies
Fragaria moschata x Potentilla fruticosa by RAPD Markers

Synopsis. Jednym ze sposobéw poszerzania zmiennosci genetycznej u roslin jest krzyZzowanie
odlegtych taksondw, dlatego w wielu programach hodowlanych wykonywane sa krzyzowania
migdzygatunkowe a nawet migdzyrodzajowe. W niniejszej pracy badano zréznicowanie gene-
tyczne potomstwa F; pochodzacego z krzyzowania migdzyrodzajowego: Fragaria moschata x
Potentilla fruticosa. Oba gatunki naleza do rodziny Rosaceae o podstawowej liczbie chromo-
soméw x = 7. Obliczony na podstawie analizy markeréw RAPD wspéiczynnik podobienstwa
wg Dice’a dla form rodzicielskich wynosit tylko 0,13. Analiza markeréw molekularnych wy-
kazata wigksze podobienstwo mieszancéw do formy matecznej — F. moschata. Sredni wspét-
czynnik podobienstwa genetycznego wynosit w tym przypadku 0,717, natomiast do formy oj-
cowskiej — P. fruticosa — 0,442.

Stowa kluczowe — key words: krzyzowanie migdzyrodzajowe — intergeneric crossing, marke-
ry molekularne — molecular markers, mieszance — hybrids

WSTEP

W wielu programach hodowlanych krzyzowanie oddalone stosuje sig, aby
uzyska¢ rosliny o nowych korzystnych cechach i zwigkszy¢ zmienno$¢ gene-
tyczng. Proby krzyzowania gatunkéw z rodzaju Fragaria i Potentilla byty uza-
sadnione ze wzgledu na do$¢ bliskie pokrewienstwo obu rodzajéw (naleza one
do rodziny Rosaceae o podstawowej liczbie chromoméw x = 7). Rodzaj Fraga-
ria obejmuje gatunki zielne, trwate, rozmnazajace si¢ przez nasiona lub wegeta-
tywnie. Jedng z cech odrézniajacych gatunki z rodzaju Fragaria od gatunkéw z
rodzaju Potentilla jest przeksztalcanie dna kwiatowego w migsisty owoc.
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Autorzy wielu prac (Ellis, 1962; Szangin-Berezowskij, 1963; Asker, 1971;
Niemirowicz-Szczytt, 1985) obserwowali, ze rosliny potomne pochodzace
z krzyzowania rodzajéw Fragaria i Potentilla sa fenotypowo bardzo podobne
do formy matecznej, co okresla sig jako dziedziczenie matroklinalne. Matrokli-
nalno$¢ oznacza, ze potomstwo powstato apomiktycznie, a wigc w tym wypadku
bez udziatu formy zapylajacej (Niemirowicz-Szczytt, 1980). Tylko u niektérych
roslin obserwowano cechy typowe dla ojcowskiego gatunku Potentilla. Najczesciej
cechami markerowymi wskazujacymi na mieszancowy charakter roslin bylo zétte
Iub kremowe zabarwienie kwiatéw typowe dla gatunkéw Potentilla.

Metoda, ktéra w ostatnim czasie zdobyta uznanie dla identyfikacji mieszan-
cow, jest stosowanie markeréw molekularnych, uzyskanych na drodze losowe;]
amplifikacji polimorficznego DNA technika RAPD (Karp, 2000). W ten spos6b
potwierdzono m. in. mieszancowos$¢ roslin otrzymanych w wyniku krzyzowan:
Hydrangea macrophylla x H. arborescens (Kudo i Niimi, 1999) oraz Lilium
nobilissimum x L. regale (Obata i wsp., 2000). Markery RAPD byty réwniez
stosowane do potwierdzenia obecnosci genoméw obydwu partneréw w mie-
szancach oddalonych Brassica oleracea x Camelina sativa (Hansen, 1998).

Okres$lenie mieszancowego charakteru roslin F; jest szczegdlnie potrzebne
tam, gdzie potomstwo jest fenotypowo bardzo podobne do rosliny matecznej.
Jak podaje Kowalska i in. (2001) w przypadku krzyzowan Fragaria x Potentilla
mateczny wyglad roslin F, jest bardzo czestym zjawiskiem. Celem podjetych w
niniejszej pracy badan bylo okreslenie zr6znicowania genetycznego w potom-
stwie F; powstatym z krzyzowania migdzyrodzajowego Fragaria moschata
z Potentilla fruticosa przy uzyciu markeréw RAPD.

MATERIAL I METODA

Materialem do$wiadczalnym byty rodliny F; uzyskane z kontrolowanego krzyZzowania mig-
dzyrodzajowego pomigdzy heksaploidalng Fragaria moschata (Duch.) (liczba chromosoméw:
2n = 6x = 42) jako forma mateczna i diploidalng Potentilla fruticosa (L.)(o 2n = 2x = 14 chromo-
somach) jako dawca pytku. F. moschata jest byling dorastajaca do 0,4 m, u nasady krétkich pedéw
nadziemnych wyrastaja 3-listkowe liscie, tworzac gesta rozetkg. Z katéw lisci wyrastaja wici,
zwane roztogami, na ktérych tworza si¢ mtode rosliny. Badane osobniki miaty kwiaty meskoste-
rylne, mate, o biatych ptatkach korony (Fot. 1.A). Po zapyleniu, z rozro$nigtego dna kwiatowego
powstaje migsisty owoc rzekomy o korzennym smaku.

Charakterystyczne cechy fenotypowe P. fruticosa to: zdrewniate pedy, wysoki wzrost (ok. 1 m),
krzewiasty pokrdj, zotta barwa kwiatéw i bardzo obfite kwitnienie — kilkaset lub wigcej kwiatow
na ro$linie; ro$lina ta nie tworzy roztogéw (Fot. 1.B).

Zadna z analizowanych ro$lin F, nie posiadata w/w cech formy ojcowskiej. Ksztatt lisci
u potomstwa byt zblizony do F. moschata, lecz byly one znacznie mniejsze. Wérdd roslin F; wy-
stapity formy o pokroju zwartym i krétkich kwiatostanach lub luznym pokroju z dlugimi ogonkami
liSciowymi, wysokich kwiatostanach i mata liczba liSci w rozecie. Najbardziej zmienng cecha
mierzalng byta liczba roztogéw; niektére rosliny nie posiadaty roztogéw, a inne tworzyly ich
bardzo duzo. Wszystkie rosliny F; wytwarzaty kwiatostany (Fot. 1.C), jednakze ok. 30% potom-
stwa byto bezptodne. Wigkszos¢ roslin tworzyta kwiaty meskie z bardzo stabo wyksztatconym
dnem kwiatowym, podobnie jak u P. fruticosa.
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Fot. 1. Kwitnace rosliny F. moschata (A), P. fruticosa (B) i mieszanca F;
Flowering plants F. moschata (A), P. fruticosa (B) and F; hybrid
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Analizowano czterdziesci piec roslin potomnych i obie populacje rodziciel-
skie reprezentowane przez 10 roslin stanowiacych klon. Pobieranie materiatu do
analizy RAPD przeprowadzono w czerwcu 2002 roku. Izolacje komérkowego
DNA wykonano w oparciu o procedur¢ opracowana przez Doyle & Doyle
i zmodyfikowana przez Rowland i Nauyen (1993). Stgzenie uzyskanego DNA
mierzono na spektrofotometrze Gene Quandt i rozcienczono sterylng woda do
stezenia 40 mg - pl”'. DNA amplifikowano technika PCR-RAPD stosujac 10
starteréw o nastgpujacej sekwencji nukleotydow:

Symbol Sekwencja nukleotydowa 5°-3’
J13 -CCACACTACC-
J19 -GGACACCACT-
D16 -AGGGCGTAAG-
H17 -CACTCTCCTC-
T4 -GTCCTCAACG-
T2B -CTACACAGGC-
GO1 -GGGAATTCGG-
G02 -TGCTGCAGGT-
G09 -TCGCGACCGC-
G10 -CCGATATCCC-

Reakcje zostaty przeprowadzone w termocyklerze firmy Perkin—-Elmer DNA
Thermal Cycler 480. Zastosowano nastgpujace cykle termiczne: wstgpna dena-
turacja przez 2 min w 95°C; 45 cykli: 94°C — 45 sekund, 37°C — 45 sekund, 72°C
— 45 sekund, z konicowa inkubacja w 72°C przez 10 minut. Uzyskane w reakcji
produkty rozdzielano w 1,5% Zzelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny
(0,01%) przez 1,5 godziny przy napigciu 80V. Analiz¢ elektroforograméw prze-
prowadzono przy uzyciu programu Scion Image. Analizg skupien przeprowa-
dzono metoda UPGMA (Unweighted Pair — Group Method with Arithmetic
averages) w oparciu o warto$ci podobienstw (F) liczonych wedlug wzoru Di-
ce’a: F =2 x Ny/((2 x Nyy) + Ne+N,y) (za Nei i Li 1979), gdzie Ny, jest liczba
prazkéw wspodlnych dla genotypéw X i Y, Ny i Ny to catkowite liczby prazkéw
uzyskanych dla genotypu X i Y. Nastepnie, pokrewiefistwa pomig¢dzy badanymi
genotypami zostaly przedstawione na dendrogramie (ryc. 1).

WYNIKI

Analizowano tylko powtarzalne produkty amplifikacji, do$¢ intensywne
i rézniace si¢ wielko$cig od fragmentéw sasiednich. Liczba fragmentéw ampli-
fikowanych przez jeden starter wahata si¢ od 3 do 9 (tab. 1).

Pierwszym etapem poszukiwania markeréw do testowania mieszancowosci
byto znalezienie polimorfizmu w genotypach partneréw. W wyniku reakcji
przeprowadzonych na DNA form rodzicielskich uzyskano tacznie 56 prazkow,
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Ryc. 1. Dendrogram UPGMA uzyskany na podstawie podobienstw Dice’a
Dendrogram generated by UPGMA clustering of the similarity matrix

z czego az 52 (tj. 92,85%) to produkty polimorficzne, a tylko 4 to prazki wsp6l-
ne. Wyniki te §wiadcza o duzym zréznicowaniu genetycznym gatunkéw rodzi-
cielskich F. moschata i P. fruticosa, co potwierdza takze bardzo niski wspot-
czynnik podobienstwa wg Dice’a wynoszacy tylko 0,13.

Sposréd tacznej liczby 61 obserwowanych u roslin F; marker6w RAPD-33
(53,20%) pochodzito od matecznej F. moschata a 19 (31,14%) pochodzito od
ojcowskiej P. fruticosa.



Tab. 1. Zestawienie produktow RAPD uzyskanych przy uzyciu 10 starteréw i obserwowanych u roslin F i form rodzicielskich
The statement of RAPD products obtained by 10 primers and characteristic for F, plants and parental genotypes

Liczba prazkéw % roslin F, posiadajacych prazki
Liczba Number of bands % F, plants with bands
Lp. Starter pra%i(ow wspélnych . . o
No Primer ¢ osoEm dla obu rodzicéw ~ MAECZNE] ojcowskiej mateczne  ojcowskie  wspdlne
otal number common for both maternal paternal F, F,
of bands o Py maternal paternal common
parents
1. H17 7 0 2 3 2 76,67 51,11 15,56
2. T2B 6 0 5 1 67,11 77,78
3. G10 3 0 1 2 97,78 64,45
4. G2 5 2 3 0 94,07 72,22
5. Gl 5 0 4 1 73,33 4,44
6. G9 9 0 5 3 1 81,78 62,22 75,55
7. T4 6 0 3 2 1 70,37 61,11 26,60
8. J19 7 1 3 3 79,26 73,33 71,11
9. J13 7 0 4 3 79,45 57,03
10. D16 6 1 3 1 1 68,88 82,22 71,77 82,00
Razem liczba prazkéw . .
o] numberpo e 61 4 33 19 5 $rednio — Mean
% prazk6w 100,00 6.56 54,09 31,15 82 7887 5930 7330 50,00

% bands
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LPF

Fot. 2. Obraz elektroforetyczny, uzyskany w wyniku reakcji RAPD przy uzyciu startera G 09
na DNA rodzicielskim i roslin F;. Kolejno$¢ profili: marker masy czasteczkowej (L), P. fruticosa
(P), F. moschata (F), 17 roélin F; w gérnym rzgdzie, 17 roslin F; w dolnym rzgdzie.
Strzatka zaznaczono prazek réznicujacy 830 pz wystegpujacy wylacznie w Fy
RAPD pattern obtained with primer G 09 on parental DNA end F; plants. Patterns: molecular
weight marker (L), P. fruticosa (P), F. moschata (F), 17 F; plants in high line, 17 F; plants
in down line. The arrow indicates polymorphic band 830 bp occuring only in F, plants

LFP

Fot. 3. Obraz elektroforetyczny, uzyskany w wyniku reakcji RAPD przy uzyciu startera D 16
na DNA rodzicielskim i roslin F;. Kolejno$¢ profili: marker masy czasteczkowej (L), F.moschata (F),
P. fruticosa (P), 17 ro§lin F; w gérnym rzgdzie, 17 ro$lin F; w dolnym rzedzie. Strzatka zaznaczono
prazek ojcowski 960 pz obecny u 82,2% potomstwa
RAPD pattern obtained with primer D 16 on parental DNA end F, plants. Patterns: molecular
weight marker (L), F. moschata (F), P. fruticosa (P), 17 F; plants in high line, 17 F; plants
in down line. The arrow indicates paternal band 960 bp occuring in 82.2% of progenies
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Tab. 2. Zestawienie wspotczynnikéw podobienstwa roslin F; do matecznej F. moschata
i ojcowskiej P. fruticosa
The statement of genetic pairwise similarities between F; plants and maternal F. moschata
and paternal P. fruticosa

Numer ro$liny Wspdétczynnik podobienstwa do:
Number of plants Similarity coefficient to:
F. moschata Q P. futicosa &
1 0,667 0,400
2 0,605 0,516
3 0,718 0,438
4 0,684 0,462
5 0,692 0,469
6 0,720 0,393
7 0,741 0,507
8 0,703 0,433
9 0,723 0,435
10 0,730 0,400
11 0,725 0,455
12 0,747 0,464
13 0,685 0,475
14 0,658 0,475
15 0,707 0,559
16 0,639 0,414
17 0,667 0,426
18 0,789 0,355
19 0,747 0,464
20 0,725 0,485
21 0,658 0,492
22 0,700 0,515
23 0,753 0,479
24 0,734 0,431
25 0,750 0,424
26 0,786 0,400
27 0,756 0,412
28 0,765 0,418
29 0,750 0,394
30 0,734 0,400
31 0,658 0,407
32 0,750 0,455
33 0,707 0,441
34 0,753 0,451
35 0,701 0,444
36 0,732 0,441
37 0,750 0,485
38 0,738 0,486
39 0,756 0,471
40 0,769 0,313
41 0,692 0,375
42 0,701 0,444
43 0,684 0,387
44 0,675 0,464
45 0,716 0,448
Sredni — Mean 0,717 0,442
Maksymalny — Maximum 0,789 0,556

Minimalny — Minimum 0,605 0,313
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Stwierdzono takze 5 produktéw (8,20%), ktére nie wystgpowaly u zadnej
z form rodzicielskich ale pojawity si¢ u roslin F,. Tylko 2 prazki z 19 charakte-
rystycznych dla ojcowskiej P. fruticosa wystapity u wszystkich ro§lin potom-
nych. Obecno$¢ tych markeréw u roslin F; wskazuje na udziat obu form rodzi-
cielskich w powstawaniu potomstwa, a markery te mozna uzna¢ za roznicujace.
Pozostale prazki ,,0jcowskie” stwierdzono u znacznie mniejszej liczby potom-
stwa, bo $rednio u 59,3% roslin.

Na podstawie uzyskanych profili RAPD dla roslin potomnych i obu form
rodzicielskich wyliczono wspéiczynniki podobiefistwa genetycznego. Ich warto-
$ci zamieszczono w tabeli 2. Ponad 90% roslin F; charakteryzowata si¢ stosun-
kowo niskim wspétczynnikiem podobienstwa do ojcowskiej P. fruticosa wyno-
szacym S$rednio 0,44, a tylko u 8,89% potomstwa wspoétczynnik ten byt nieco
wyzszy 1 wynosit 0,51-0,56.

Wspdtczynniki podobienstwa ros§lin F; do matecznej F. moschata byty
znacznie wyzsze niz do formy ojcowskiej i wynosily $rednio 0,72. Az 95,5%
potomstwa charakteryzowato si¢ stosunkowo wysokimi wspétczynnikami podo-
bienstwa do formy matecznej zawierajacymi si¢ w przedziale 0,66—0,80. U po-
zostatych 4,5% roslin F; wspdtczynnik ten wynosit: 0,61-0,65.

DYSKUSJA

Uzyskane profile RAPD wskazuja, Zze udziat obu rodzicéw w potomstwie F;
jest nierowny. Krzyzowane gatunki sa heterozygotyczne i maja rézna liczbg
genoméw. Mateczna F. moschata jest heksaploidem, wiec moze przekazac po-
tomstwu 3 genomy, a diploidalna P. fruticosa tylko 1 genom. Dlatego tez rosli-
ny F; moga mie¢ inng liczbg genoméw niz formy rodzicielskie lub zréznicowana
liczbe genomdw. Jak podaje Tarkowski (1974), mieszance migdzyrodzajowe
w pierwszym pokoleniu czgsto sa podobne fenotypowo do jednego z rodzicow.
Na ogét podobienstwo jest tym wigksze, im wigcej chromosoméw wnosi forma
rodzicielska. Poza tym w pokoleniu F; ujawniaja si¢ cechy dominujace i dopiero
w pokoleniu drugim nastgpuje ich rozszczepienie. Pojawiaja si¢ wowczas rozne
skiego) oraz formy posrednie.

Wiele badan dotyczacych mozliwosci uzyskania mieszancéw oddalonych
przeprowadzita K. Niemirowicz-Szczytt (1980, 1982, 1985). Krzyzowania wy-
konane przez autorkg miedzy matecznymi F. virginiana i F. ananassa oraz sze-
$cioma gatunkami pigciornikéw doprowadzity do powstania szesciu dojrzatych
ro$lin mieszancowych przypominajacych zenskiego rodzica. W innej pracy
(1982) zapylono dziesi¢¢ odmian truskawki pytkiem dziewigtnastu gatunkow
Potentilla. Wsréd uzyskanego potomstwa nie zaobserwowano podobienstwa do
pigciornikow pod wzgledem zadnej z badanych cech morfologicznych i okreslo-
no to potomstwo jako matroklinalne. Mc Farlane-Smith i Jones (1985) oraz
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Kowalska (1999, 2001) w swoich pracach sugeruja taki sposéb powstawania
potomstwa w przypadku krzyzowania ro§lin z rodzaju Fragaria i Potentilla.

Obserwowana w uzyskanym potomstwie segregacja cech morfologicznych
wskazuje na wystepujaca wsrdd tych roslin zmienno$¢, co moze oznaczaé, ze
jest to potomstwo mieszancowe. Z przedstawionych wynikéw badan wynika, ze
potomstwo powstate z krzyzowania migdzyrodzajowego F. moschata x P. fruti-
cosa bylo bardziej podobne do formy matecznej niz do ojcowskie;.

WNIOSKI

1. Uzyskane markery RAPD wskazuja na znaczny polimorfizm obu krzyzo-
wanych gatunkéw rodzicielskich. Wspétczynnik podobienstwa genetycznego
mi¢dzy nimi wynosit 0,133.

2. Sredni wspétczynnik podobiefistwa roélin F; do formy matecznej wynosit
0,717, natomiast do formy ojcowskiej byt nizszy — 0,442.

3. Obecnos¢ u wszystkich roslin F; prazkéw H17-1190 i T4-280 charaktery-
stycznych dla P. fruticosa moze wskazywac na ich mieszancowy charakter.

4. Uzycie starterow: H17, T4, T2B, G09, G10, J19, J13, D16 pozwolito na
uzyskanie markeréw réznicujacych badany materiat roslinny.
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SUMMARY

One method of extension genetic variability in plants is crossing between distant taxons. In
many breeding programs interspecies and intergeneric crossing are realized. Genetic differentia-
tion in the F; progeny of Fragaria moschata x Potentilla fruticosa was studied in the experiment.
Both of these species belong to the Rosaceae family with basic chromosome number x = 7. Ge-
netic similarity by Dice obtained by RAPD markers was very low — 0,13. Molecular markers
analysis proved, that hybrids were more similar to mother’s F. moschata. An average genetic
similarity in this case was 0.717, whereas to father’s form — P. fruticosa — 0.442.



