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Wptyw warunkéw siedliskowych
oraz diugotrwatego odtogowania na zmienrkg
genetyczny przytulii czepnej (Galium aparine L.)

The influenceof habitat conditions and long-term land lying éall on genetic
variability of Galium aparine L.

Streszczenie.Odlogowanie i modyfikacje w aytkowaniu gruntéw rolnych przyczynigjsic do
zmian bior@norodndci. Skutkiem tego zjawiska jest powolny proces sskonvtornej rélinnosci,
prowadacy do zwekszenia ich zmienrgi genetycznej. Celem pracy bylo oilemie poziomu
zréznicowania genetycznego przytulii czepnej wpstiacej na dwéch rinych siedliskach grun-
téw odtogowanych. Oceny zmjicowania genetycznego dokonano, wykorzystigystem marke-
rowy ISSR. Na podstawie wynikéw badgolimorfizmu markeréw ISSR utworzono macierz
dystansu genetycznego Dice’a. Wéétandekséw podobiestwa wahata si od 0,755 do 1,00.
Wykazano niewielk zmiennd¢ genetycza analizowanych genotypéw przytulii czepnej. Wspélna
klasteryzacja genotypow z poszczegélnych siedlistunalnych mee swiadczy o tym, ze typ
siedliska, gleba oraz dtugotrwate odtogowanie gnogwodowa réznicowanie przytulii czepnej.

Stowa kluczowe:Galiumaparine L., ISSR, zmienn& genetyczna, odtogowanie

WSTEP

RodzajGalium L. jest jednym z najliczniejszych rodzajéw najeych do rodziny
marzanowatych Rubiaceae Juss.). Obejmuje ponad 400 gatunkéw zgrupowanych
w 16 sekcjach, do ktérych nale gatunki jednoroczne lub byliny, wygtujsce po-
wszechnie w klimacie tropikalnym i umiarkowanym oatym $wiecie [Willis 1985,
Mabberley 1987]. Przytulia czepn&dlium aparine L.) jest gatunkiem jednorocznym.
Rosnie w zardglach, na przydrzach oraz na polach uprawnych, na ktérych jest déspo
tym i ucigzliwym chwastem. W zwjizku z tym,ze owoce przytulii czepnej mahaczy-
kowate szczecinki, magby¢ przenoszone przez zwigeta z odtogdw i stanowisk rude-
ralnych na pola uprawne, co pgtje zachwaszczenie agrocenoz tym gatunkiem.
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W uprawach do zwalczania tego chwastu stosgj@ajczsciej herbicydy. Presja herbi-
cydowa powoduje zmiany w populacjishiom tego gatunku i sprzyja pojawianiwgdorm
odpornych na zwiki czynne herbicydow [Rola 1991, Weide 1993, Daadaki 2006].

Problem odtogowania gruntéw ornych pojawié sv Polsce na poatku lat 90.
XX wieku. Proces ten pagyat za sob zaréwno skutki gospodarcze, jak i ekologiczne
[Jabtaiski i Widera 1996, Marks i in. 2000, Podstawka-Célmivska i Kurus 2007,
Pranagal i Podstawka-Chmielewska 2012]. W eiprzedizania s¢ odlogowania
w agrocenozach pozbawionych ingerencji cztowieksicpaje powolny proces sukces;ji
wtérnej ralinnoéci, prowadzacy do odtworzenia dawnych uktadéw ekologicznyclylicz
roslinnosci klimaksowej, charakterystycznej dla danego tgmdliska, lub do wyksztal-
cenia nowego ekosystemu [Podstawka-Chmielewskarud@007; Podstawka-Chmie-
lewska i in. 2007]. Badania nad skutkami odlogowagruntéw ornych rozpoe¢io
w Akademii Rolniczej w Lublinie w 1995 r. w Gospodvie Déwiadczalnym Bezek
k. Chetma. W tym celu wygtzono dwa ptaty gruntéw ornych o powierzchni ok.at6w
kazdy. Jeden obiekt badawczy pobmy byt na glebie bielicowej niecatkowitej, wytwo-
rzonej z piasku gliniastego, zaliczanej do komplekgniego dobrego, klasy bonitacyj-
nej IVb. Drugi obiekt badawczy znajdowat $ia kdzinie brunatnej, zaliczonej do kom-
pleksu pszennego wadliwego, klasy bonitacyjnej [Malicki i in. 2002]. Na podstawie
wieloletnich bada wykonywanych za pomaczdjg¢ fitosocjologicznych wykazanae
wraz z uplywem czasu zgkiszata sj bioréznorodna¢ zbiorowiska rélin na odtogowa-
nym polu, a take zmienialy s proporcje pomidzy poszczeg6lnymi grupami 4m
[Podstawka-Chmielewska i in. 2007]. Jednak nie pwazono badaw celu okrélenia
zmienndci genetycznej rdin wystepujacych na badanych odtogowanych obiektach,
dlatego w pracy za pomaenarkeréw ISSR dokonano oceny poddbkiaa genetyczne-
go jednego z gatunkow, jakim jest przytulia czep@alium aparine L.), powszechnie
wystepujaca na badanych obiektach odtogowanych oraz polpcanych.

MATERIAL | METODY

Przedmiotem analiz byly 24 genotypy przytulii czeppobranej z dwdch #fiych
parceli wydzielonych z pola dwiadczalnego w Gospodarstwie adczalnym
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, Bezek k.e@ha (5212'N, 2316’E) zlokali-
zowanych w rejonie Pagorow Chelmskich, nadych do Polesia Wohskiego. Szcze-
gotowe informacje charakteryzgie obiekty badawczey podane w pracach Podstawki-
-Chmielewskiej i Kurus [2007] oraz Pranagala i Rad&i-Chmielewskiej [2012].
Z kazdej parceli pobrano po 12 genotypéw przytulii, pr@bierano w 3 rénych miej-
scach parceli. Obiekty pobrane z siedliska zZah@go na g¢dzinie brunatnej oznaczono
symbolami od P1-1 do P1-12. Genotypy pobrane Ziskedzatl@zonego na glebie bieli-
cowej oznaczono symbolami od P2-1 do P2-12.

Analizy DNA

Mtode liscie zebranych genotypéw poddano liofilizacji. DNAiznolowano z wyko-
rzystaniem zmodyfikowanej metody CTAB [Doyle i Deyl987]. Do analizy zidico-
wania genetycznego wykorzystano markery ISSR. Realuplifikacji przeprowadzono
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wedtug zmodyfikowanej metody Zietkiewicz i in. [149 Do probéwek naniesiono po
60 ng DNA wyizolowanego z genotypdw przytulii czepmasgpnie dodano mieszarin
reakcyjry, w ktorej sktad wchodzity: bufor Taq 1x, Mg@,5mM, dNTP 0,1mM, starter
2 pmol, polimeraza Tag 0,5U. @bjs¢ koncowa mieszaniny wynosita 25 pl. Reakcj
przeprowadzono w termocyklerze Tprofessional B&3iadient, stosdi nasg¢pujacy
profil termiczny: wsgpna denaturacja 968 — 7 min, 35cykli: denaturacja 95 — 30 s,
przylczanie starterow w zaleosci od temperatury topnienia starteréw — 45 s, wydhu
zanie 72C — 45 s, kacowe wydhianie 72C — 10 min. Produkty amplifikacji rozdzie-
lono elektroforetycznie w 2%elu agarozowym, zawierggym 0,01% bromku ety-
dyny, w buforze 1 x TBE (89 mM Tris Base, 89 mM lsMaorowy, 2 mM EDTA
pH 8,0). Rozdziat prowadzono przez 2 godziny, strsmapecie 120 V. Rozdzie-
lone wzelu fragmenty DNA poglvietlono na transiluminatorze UV i archiwizowano
za pomog programu geneAnalyser. MaprazkOw oceniano, porowng¢ z marke-
rem wielkdici GeneRulel 100 bp DNA Ladder Plus.

Analiza polimorfizmu

Obecnd¢ lub brak pgzka traktowano jako pojedyngzecle i przypisywano jej od-
powiedny wartas¢ 1 lub 0. Podobigstwo genetyczne (S| — similarity index) peoy
wszystkimi parami badanych form szacowano zgodiiigmuly Dice’a [Nei i Li 1979]:

SI = 2Ny/(Ny + N,),

gdzie Ny oznacza licz prazkéw obecnych w obu poréwnywanych genotypach X i Y,
natomiast N i Ny oznaczaj odpowiednio liczh prazkéw obecnych w genotypie X
i genotypie Y.

Na podstawie polimorfizmu produktéw DNA uzyskanydhicki metodzie ISSR
otrzymano matryce indekséw podolséva genetycznego (Sl), stosujprogram Past
[Hammer i in. 2001]. Matryca podolsigtwa S| uzyskana na podstawie analizy polimor-
fizmu z wykorzystaniem metody ISSR pasita do konstrukcji dendrogramu metod
UPGMA (unweighted pair group method with arithmeti@an) za pomacprogramu
Past [Hammer i in. 2001].

WYNIKI

Ze wstpnie przeanalizowanych 40 starterow ISSR do anajiarano 8 generugj
cych stabilne i polimorficzne wzory gikéw (tab. 1). Przeprowadzono reakcje z tymi
starterami dla badanych genotypéw przytulii (fgt. 1

Calkowita liczba fragmentow uzyskanych w wynikukgaz 8 starterami ISSR wy-
nosita 92. Liczba fragmentéw amplifikowanych przyciu jednego startera wahatg si
od 6 do 17Srednio na pojedynczy starter przypadato 11,5 afkplifanych odcinkow
DNA, a na jeden genotyp 3,83.

Liczba produktow polimorficznych uzyskanych w wymiPCR wyniosta 46. Liczba
polimorficznych fragmentow generowanych przez pgjedy starter wahataesbd 1 do
11. Na pojedynczy starter przypadatednio 5,75 polimorficznych fragmentéw DNA,
na pojedynczy genotyp £4,92.
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Tabela 1. Charakterystyka starterow ISSR wykorzystamp oceny zrinicowania genetycznego
analizowanych genotypow przytulii czepnej
Table 1. Characteristic of ISSR primers used to edérgenetic variability of the analyzed
genotypessalium aparine

Liczba pgzkéw Frekwencja pizkéw
Starter Sekwencja The number of bands polimorficznych
Primer Sequence catkowita | polimorficznych | Frequency of polymorphi
total polymorphic bands (%)
SR23 (CA)GC 14 7 50
SR31 (AG)YC 13 5 38
SR34 (TC)CC 7 1 14
SR36 (AC)CG 13 4 31
SRO1 (AG)G 10 8 80
SR11 (ACYG 12 4 33
SR27 (TCYG 6 6 100
SR69 (ACYG 17 11 65
Razem/ Total 92 46
Srednio pqzkow/ starter 11,50 575
Average/ primer
Srednio pazkow/genotyp 3.83 1,02
Average/ genotype

Fot. 1. Obraz produktow amplifikacji uzyskany p@edeniu do PCR startera SR36. P1 (1-12)
genotypy pobrane z siedliska zadnego nagdzinie brunatnej, P2 (1-12) genotypy pobrane
z siedliska zalbonego na glebie bielicowej
Phot. 1. PCR products amplified by the ISSR primer SR361-12) genotypes collected from
fallow located on rendzina, P2 (1-12) genotypekected from fallow located on podsolic soil

Wyniki bada polimorfizmu markerow ISSR genotypow przytulii prej stanowity
podstaw do utworzenia matrycy indeksow podaisava genetycznego Dice’a (SI).
Wartcs¢ indeksow podobigstwa wahata giod 0,755 do 1,00, @ednio wynosita 0,893.
Genotypy P2-8 i P2-10 byly identyczne pod wzgm genetycznynmSrednia wartéc
indekséw podobigstwa obliczona dla genotypow pochadych z siedliska zalmnego
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na kdzinie brunatnej wynosita 0,934, a dla genotypéwtmalzcych z siedliska zalo-
nego na glebie bielicowej wynosita 0,895.

Na podstawie matrycy S| wykonano analskupier metody UPGMA. Na uzyska-
nym dendrogramie wytdi¢ mozna 3 gtowne grupy skupie W pierwszej grupie wspol-
nej klasteryzacji uleglty genotypy pobrane z 2 s#dIObiekty z siedliska zatonego na
redzinie brunatnej grupowaly ¢sirazem, z drugiego, zatonego na glebie bielicowej,
lokowaly sk na obrzeu grupy. Drug grupe skupier utworzyty w gtownej mierze geno-
typy z rdziny brunatnej oraz 2 genotypy z gleby bielicovkéfire ulokowaly si razem
w jednej z subgrup. W trzeciej grupie skupidokowaty s¢ wytacznie genotypy z sie-
dliska zal@aonego na glebie bielicowej (rys. 1).
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Rys. 1. Dendrogram 24 genotypow przytulii czepngsany metog UPGMA. P1 (1-12)
genotypy pobrane z siedliska zadnego nagdzinie brunatnej, P2 (1-12) genotypy pobrane
z siedliska zalbonego na glebie bielicowej
Fig. 1. UPGMA dendrogram of 24 genotypgaium aparine. P1 (1-12) genotypes collected
from fallow located on rendzina, P2 (1-12) genosypellected from fallow located
on podsolic soil
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DYSKUSJA

Markery molekularne sswygodnym nargdziem do oceny zedicowania genetycz-
nego r@nych gatunkoéw réin, zarbwno uprawnych, jak i wygiujacych w siedliskach
naturalnych [Oka i in. 2013, Hammami i in. 2014, Mosaferi i in. Z)Vidyakin i in.
2015, Bishoyi i in. 2016, Ko i in. 2016, Santosi 2016]. Hiubner i in. [2003] analizo-
wali zréznicowanie genetyczne populaGalium aparine pochodacych z r@nych kra-
jow. Autorzy zidentyfikowali niewielki poziom zémicowania analizowanych populacji.
Ernst [2003] analizowata zmien§togenetycza populacji przytulii czepnej w oparciu
o markery RAPD. Khalik i in. [2014] analizowali zmog markeréw RAPD i ISSR
zréznicowanie genetyczne mdych gatunkow nalgcych do rodzaju Galium. Kraska i in.
[2009] wykorzystali markery RAPD do oceny podatsisva genetycznego populacii
przytulii pobranych z pdl uprawnych. W prezentowapecy oceniono zrmicowanie
genetyczne przytulii czepnej pochadej z naturalnych siedlisk. Wykorzystano do tego
celu markery ISSR. Kraska i in. [2009] wykazat, przytulia czepna pochogta z pdl
uprawnych charakteryzowatagsiiuzym podobi@éstwem genetycznym. Wasad indek-
séw podobiastwa uzyskane przez autoréw wahaky wi granicach od 0,446 do 0,984,
asrednio wyniosty 0,860. W badaniach wlasnych uzyskayzsze wartéci indeksow
podobiéistwa dla genotypow rogoych w naturalnych siedliskach, wahahe sine
w granicach od 0,755 do 1,00, jedaakrednia warté¢ podobigéstwa byta zbliona
i wyniosta 0,893. W badaniach wtasnych genotypyhpoce z rénych siedlisk sku-
pialy sk blisko siebie na uzyskanym dendrogramie. Kraska j2009] nie zanotowali
korelacji pom¢dzy pochodzeniem genotypow a ich klasteryzag dendrogramie. Na-
tomiast Hubner i in. [2003] stwierdzili niewielkzaleznos¢ pomidzy zr&nicowaniem
genetycznym badanych populacji przytulii a ich pmtteniem geograficznym.

WNIOSKI

1. Analizowane genotypy przytulii czepnej charajtewaty s¢ niewielkim zré&ni-
cowaniem genetycznym.

2. Wieksze zrénicowanie genetyczne zanotowané&réd genotypow pochodeych
z siedliska zalbonego na glebie bielicowej.

3. Wspolna klasteryzacja genotypdw z poszczegolrsietllisk naturalnych mie
swiadczy¢ o tym, ze typ siedliska, gleba oraz diugotrwate odtogowanimy powodo-
wat réznicowanie przytulii czepne;.
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Summary. The land lying fallow and modifications to the wsfeagricultural lands cause changes
in biodiversity. The slow process of secondary sason causes an increase of their genetic vari-
ability. The aim of the presented work was to eatarthe level of genetic variation ama@glium
aparine genotypes from two different fallow lands. Theesssnent of genetic diversity was based
on the ISSR markers. The genetic distance matrix caézilated based on the Dice’a formula.
The value of similarity index ranged from 0.7551t®0. The research showed that the analysed
genotypes were characterised by quite a low lefrgkoetic variability. The common grouping of
genotypes collected from two habitats can attesihedfact that the type of habitat, soil and long-
-term land lying fallow can influeno8alium aparine variability.
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