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Summary

Precise identification of plum cultivars is desired in breeding programme of 
the species as well as in orchard practise. The aim of the presented studies was 
the determination of 19 plum cultivars Prunus domestica L. diversity. RAPD-PCR 
technique with 77 primers (Operon Technologies) from kits OPB, OPG, OPT and 
OPU was used for the analysis. Fifty-five polymorphic fragments DNA (600-2700 
bp) were obtained in reactions with 33 primers. The highest number of poly­
morphic fragments (3-5) was observed in reactions with primers OPB 07, OPB 
18, OPG 09, OPG 10 and OPT 14. The reactions with OPB 07, OPB 18 and OPG 09 
allowed to diversify 15 cultivars, except ‘Węgierka Zwykła’ and clones ‘Promis’, 
‘Tolar’, ‘Nectavit’.
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1. Wstęp

Śliwa (Prunus domestica L.) jest ważnym gatunkiem sadowni­
czym. Szybka i precyzyjna identyfikacja odmian śliwy jest pod­
stawą programów krzyżowań i ochrony praw autorskich, a w prak­
tyce sadowniczej i szkółkarskiej pozwala na rozwiązanie problemu 
zamieszań. Określenie tożsamości genotypów na podstawie cech 
morfologicznych nie zawsze jest możliwe, a dodatkowym utrud­
nieniem bywa wpływ warunków środowiska na wygląd roślin 
oraz ich długi okres juwenilny. Czynniki te nie mają natomiast
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wpływu na wyniki uzyskiwane przy użyciu wielu technik molekularnych, opartych na 
analizie DNA roślin. Techniki molekularne (markery izoenzymatyczne, RFLP, AFLP) 
były już stosowane do odróżniania genotypów z rodzaju Primus (1-7). Najpowszech­
niej stosowane do wstępnej identyfikacji roślin (stosunkowo prosta procedura i nie­
znaczne koszty) markery RAPD (losowo amplifikowany polimorficzny DNA), były tak­
że użyte w badaniach nad odmianami śliwy i podkładkami z rodzaju Primus (8-12), 
jednakże badania te nie objęły wielu odmian śliwy uprawianych w Polsce. Celem 
pracy było określenie polimorfizmu DNA odmian śliwy {Prunus doinestica L.) poleca­
nych do uprawy w warunkach Polski.

2. Materia! i metody

2.1. Materia! roślinny

Badania przeprowadzono dla 19 odmian śliwy (Prunus domestica L.), (tab. 1), po­
chodzących z kolekcji hodowli zachowawczej odmian prowadzonej w Instytucie Sa­
downictwa i Kwiaciarstwa w Skierniewicach. Próbki pobierano z dwóch drzew każ­
dej odmiany. Każda próbka zawierała 1 g tkanki roślinnej.

2.2. Izolacja DNA

DNA z utartej tkanki roślinnej izolowano metodą Doyle i Doyle (13). Tkankę roś­
linną inkubowano w buforze ekstrakcyjnym (2% CTAB, 100 mM Tris FlCl pFl 8,0, 
1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% PVP, 0,2% p-merkaptoetanol) w temperaturze 64°C 
(30 minut), a kwasy nukleinowe oczyszczano stosując chloroform/alkohol izoamylo- 
wy (24:1) oraz fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (25:24:1). Polisacharydy usuwa­
no z próbki 5 N NaCl. DNA wytrącono izopropanolem i zawieszono w buforze TE. 
RNA usuwano stosując RNazę A (60 minut, 37°C). Stężenie DNA w próbach oznacza­
no za pomocą spektrofotometru przy długości fali 260 nm.

2.3. Warunki RAPD-PCR

Reakcję RAPD-PCR przeprowadzono w objętości 13 pl. Mieszanina reakcyjna za­
wierała 10 X bufor PCR, 2,5 mM MgCl2, 0,1 mM każdego nukleotydu, 0,325 U Taq 
polimerazy, 0,35 pM startera, 13 ng DNA. W reakcji przetestowano 77 starterów 
z firmy Operon Technologies z grup OPB, OPG, OPT i OPU. Amplifikację DNA prze­
prowadzono w temocyklerze MJ Research (40 cykli: 95°C/30 s, 40°C/45 s, 72°C/90 s). 
Produkty reakcji rozdzielano w 1,2% żelu agarozowym, wybarwiano bromkiem ety-
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dyny i wizualizowano w świetle UV. Do analizy wybrano wyłącznie informatywne 
produkty reakcji.

3. Wyniki i dyskusja

Stosując metodę RAPD-PCR z 64 spośród 77 testowanych starterów z grup OPB, 
OPG, OPT, OPU obserwowano amplifikację fragmentów DNA z materiału genetycz­
nego wszystkich analizowanych odmian. Znaczące, polimorficzne produkty o długo­
ści od 600 do 2700 pz uzyskano w reakcji z 33 starterami. Łącznie uzyskano 55 poli- 
morficznych fragmentów DNA. Najwięcej produktów polimorficznych (3-5) uzyska­
no w reakcji ze starterami OPB 07, OPB 18, OPG 09, OPG 10 i OPT 14. Przy użyciu 
pozostałych starterów otrzymywano 1, 2 fragmenty polimorficzne. Ostatecznie do 
odróżnienia odmian użyto trzech starterów OPB 07, OPB 18 i OPG 09 (tab. 1, rys.). 
Podobne wyniki uzyskiwali w pracach nad odmianami śliwy inni autorzy (8), którzy 
31 odmian śliwy zidentyfikowali stosując 3 startery RAPD (Operon Technologies: 
B 1, AD 14 i AD 16).

Tabela 1

Polimorficzne fragmenty DNA uzyskane w reakcji PCR-RAPD z genomowym DNA 19 odmian śliwy

Długość fragmentu polimorficznego (pz)

Odmiana Starter OPB 07 Starter OPB 18 starter OPG 09

600 770 830 1140 1850 650 720 760 970 630 760 860

Herman 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1

Ruth Gerstetter 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0

V('ęgierka Wangenbeima 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0

Węgierka Dąbrowicka 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0
Węgierka Wczesna 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1

Węgierka Zwykła 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1

Promis 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1

Tolar 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1

Nectavit 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1

Oneida 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Valjevka 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1

Cacanska Rodna 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1

Bluefre 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0

Amers 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0

Renkloda Ulena 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1

Opal 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1

Valor 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0

Verity 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1

Sanctus Hubertus 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0

(1 - obecność fragmentu polimorficznego, 0 - jego brak).
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Odmiany ‘Herman’, ‘Cacanska Rodna’, ‘Amers’, ‘Valor’ zróżnicowano na podsta­
wie wyników reakcji RAPD ze starterem OPB 07, odmiany ‘Węgierka Wangenheima’, 
‘Węgierka Wczesna’, ‘Oneida’, ‘Renkloda Uleną’, ‘Opal’ odróżniono na podstawie 
wyników reakcji ze starterami OPB 07 i OPB 18. Odmiany ‘Ruth Gerstetter’, ‘Węgier­
ka Dąbrowicka’, ‘Valjevka’ i ‘Sanctus Hubertus’ identyfikowano na podstawie wzo­
rów prążkowych DNA uzyskanych w reakcji ze starterami OPB 07 i OPG 09. Do od­
różnienia odmian ‘Bluefre’ i ‘Verity’ konieczne było zastosowanie starterów OPB 07, 
OPB 18 i OPG 09.

Analiza polimorfizmu DNA nie pozwoliła odróżnić odmian ‘Węgierka Zwykła’ 
oraz trzech jej klonów ‘Promis’, ‘Tolar’, i ‘Nectavit’. W przypadku tych odmian wzory 
DNA uzyskiwane w reakcjach z testowanymi starterami były takie same. Niemoż­
ność zidentyfikowania genotypów przy użyciu techniki RAPD była opisywana w ba­
daniach nad śliwą (10), brzoskwinią (14) i migdałem (15). W takim przypadku zaleca­
ne jest użycie innych technik. Zastosowane w badaniach identyfikacyjnych śliwy 
markery ISSR i AFLP wykazywały wyższy stopień polimorfizmu DNA niż markery 
RAPD (5,10).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

1850 pz

1140 pz

830 pz 
770 pz 
600 pz

Rys. Polimorfizm DNA 19 odmian śliwy Prunus domestica L., w reakcji RAPD-PCR ze starterami a) OPB 
07, b) OPB 18, c) OPG 09. M-marker Lambda DNA trawiony Eco Rl i Hin d 111, 1 - ‘Herman’, 2 - ‘Ruth 
Gerstetter’, 3 - ‘Węgierka Wangenheima’, 4 - ‘Węgierka Dąbrowicka’, 5 - ‘Węgierka Wczesna’, 6 - 
‘Węgierka Zwykła’, 7 - ‘Promis’, 8 - ‘Tolar’, 9 - ‘Nectavit’, 10 - ‘Oneida’, 11 - ‘Valjevka’, 12 - ‘Ca­
canska Rodna’, 13 - ‘Bluefre’, 14 - ‘Amers’, 15 - ‘Renkloda Ulena’, 16 - ‘Opal’, 17 - ‘Valor’, 18 - 
‘Verity’, 19 - ‘Sanctus Hubertus’.----------------------------------------------- ^
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Na podstawie uzyskanych wyników można stwierdzić, że markery RAPD-PCR 
okazały się przydatne do odróżnienia badanych odmian śliwy. Odróżnienie odmiany 
‘Węgierka Zwykła’ oraz trzech jej klonów wymaga zastosowania dodatkowych me­
tod analizy DNA.
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