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MOLEKULARNA IDENTYFIKACJA USTALONYCH
| MIESZANCOWYCH FORM CAPSICUM ANNUUM L.
Z WYKORZYSTANIEM MARKEROW RAPD

Aleksandra Niklas-Nowak™, Dorota Olszewska
UTP w Bydgoszczy, Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii

Streszczenie. Celem badan byta molekularna analiza odmian C. annuum L.: ‘Sono’, ‘Anchi’,
‘Mino’, androdiploidalnych linii: R1 i R18 oraz mieszancéw pokolenia F;: (‘Sono’x‘An-
chi’), (‘Anchi’x‘Sono’), (‘Sono’x‘Mino”), (‘Mino’*‘Sono’), (‘Sono’xR1), (R1x‘Sono”’),
(‘Sono’xR18), (R18%°Sono’). Wyboru komponentow rodzicielskich do krzyzowan zwrot-
nych dokonano na podstawie oceny biometrycznej obejmujacej najwazniejsze cechy roslin
i owocow papryki. Analiza statystyczna otrzymanych wynikow wykazalta wysoka wartos¢
uzytkowa ocenianych genotypéw oraz ich zréznicowanie pod wzgledem analizowanych
parametrow. Do identyfikacji form rodzicielskich i mieszancéw zwrotnych zastosowano
21 starterow RAPD. Uzyskano 174 produkty, z ktorych 16 (9,2%) stanowily prazki poli-
morficzne. Ich obecno$¢ pozwolita na rozréznienie wszystkich odmian i linii C. annuum
L. oraz potwierdzita mieszancowy charakter analizowanych pokolen F,. W przypadku mie-
szancow zwrotnych mozliwe bylo rozréznienie form: (‘Sono’xR18)F,, (R18x‘Sono’)F,
oraz (‘Sono’xR1)F,, (R1x‘Sono’)F,.

Stowa kluczowe: Capsicum annuum L., analiza biometryczna, PCR-RAPD, mieszance
zwrotne

WSTEP

Wysoka wartos¢ biologiczna owocow papryki, obfitujacych w witaminy, cukry, kwa-
sy organiczne, karotenoidy, a takze makroelementy i mikroelementy, sprawia, ze sg one
istotnym sktadnikiem diety cztowieka. Ponadto wiasciwosci prozdrowotne powoduja,
ze znajduja szerokie zastosowanie w przemysle przetworczym, farmaceutycznym oraz
kosmetycznym [Deepa i in. 2007, Jakubas i in. 2013]. W zaleznosci od kierunku uzytko-
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wania oczekuje si¢ odmian o owocach zréznicowanych co do wielkosci, ksztaltu i barwy.
Dla przemystu przyprawowego atrakcyjne sg owoce o wysokiej zawartosci suchej masy
i ekstraktu oraz o grubym perykarpie, z kolei konsumenci preferuja owoce duze, o gtad-
kim perykarpie i nieuszkodzonej skorce. Wymagania te, cho¢ odmienne moga by¢ za-
spokojone dzigki hodowli tworczej. Szczegodlne znaczenie maja tu formy mieszancowe,
ktére tacza wysokie parametry uzytkowe i jednoczesnie zapewniaja odpowiednie walory
jakosciowe owocow [Ganeshreddy i in. 2008, Finger i in. 2010, Jakubas i in. 2013].
W prowadzonych obecnie programach hodowlanych obok opiséw biometrycznych wy-
korzystuje si¢ markery molekularne. W przypadku genotypoéw z rodzaju Capsicum spp.
z powodzeniem stosowana jest metoda PCR-RAPD, ktora umozliwia badanie r6znorod-
nosci genetycznej, identyfikacje form mieszancowych i linii podwojonych haploidow,
badanie filogenezy oraz charakterystyke zasobéw genowych. Ogromnymi zaletami tego
systemu sg szybkos¢, wydajno$¢ i stosunkowo niski koszt analiz w poréwnaniu z innymi
technikami [Sztuba-Solinska 2005, Thul i in. 2012, Olszewska i in. 2015].

Celem badan byta identyfikacja za pomoca markeréw RAPD odmian i androdiplo-
idalnych linii C. annuum L. oraz mieszancow zwrotnych pokolenia F,. Wstep do zapla-
nowanego eksperymentu stanowila agromorfologiczna ocena materiatdéw hodowlanych,
ktéra pozwolita na wyselekcjonowanie wartosciowych pod wzgledem uzytkowym geno-
typow do krzyzowan.

MATERIAL ROSLINNY

Materiatl wyjsciowy do badan stanowity odmiany C. annuum L.: ‘Sono’, ‘Anchi’,
‘Mino’ oraz androdiploidalne linie: R1 i R18. Linia R1 zostata wyprowadzona w kultu-
rach pylnikow mieszanca wewnatrzgatunkowego F, (C. annuum L. ATZ1xPortos’), a li-
nia R18 z mieszanca wewnatrzgatunkowego F, (C. annuum L. ATZ1x‘Corno di Toro”).
Wymienione odmiany i linie uzyto jako formy rodzicielskie do krzyzowan zwrotnych:
(“‘Sono’x‘Anchi’), (‘Anchi’*x‘Sono”), (‘Sono’x‘Mino’), (‘Mino’*x‘Sono”’), (‘Sono’xR1),
(R1x‘Sono’), (‘Sono’xR18), (R18%‘Sono’). Uprawe form rodzicielskich i mieszancow
F, prowadzono w nieogrzewanych tunelach foliowych, w uktadzie trzypowtorzeniowego
doswiadaczenia porownawczego. Wszystkie materialy hodowlane pochodzity z kolekcji
Katedry Biotechnologii Rolniczej Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Byd-
g0szCzy.

METODY

Do oceny morfologicznej genotypdéw rodzicielskich wybrano losowo po pi¢¢ roslin,
dla ktorych okreslono plon owocow i liczbe owocow z rosliny. Nastgpnie szczegdtowej
analizie biometrycznej poddano po trzy owoce z kazdej rosliny. Oceniono mas¢ owocu
bez szyputki, dtugos¢ i szeroko$¢ owocu, mas¢ technologiczna, mase¢ perykarpu, liczbg
komor, grubo$¢ $cian owocu i mase¢ nasion mokrych. Ponadto obliczono wydajnos¢ tech-
nologiczng wyrazong stosunkiem masy technologicznej do masy owocu bez szypuiki.
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Wyniki przeprowadzonych analiz biometrycznych opracowano statystycznie z zastoso-
waniem programu Statistica, przeprowadzono analiz¢ wariancji oraz test Tukeya.

Do oceny molekularnej form rodzicielskich i mieszancow zwrotnych pobrano po
100 mg tkanki mtodych, zdrowych lisci z trzech roslin kazdego genotypu. Izolacj¢ ge-
nomowego DNA przeprowadzono z uzyciem zestawu GenElute Plant Genomic (Sigma-
-Aldrich), czystos¢ oceniono elektroforetycznie i spektrofotometrycznie (NanoDrop
2000¢/2000, Thermo Scientific). Stezenie DNA w probach wyréwnano, do reakcji PCR
pobrano po 20 ng genomowego DNA. Do amplifikacji DNA uzyto 0,5 jednostki polime-
razy Taq (A&A Biotechnology) oraz 21 markeréw RAPD (Pracownia Sekwencjonowania
DNA i Syntezy Oligonukleotydow IBB PAN), ktorych sekwencje przedstawiono w tabe-
li 1. Reakcje PCR-RAPD przeprowadzono wedlug metody opracowanej dla C. annuum
L. [Olszewska i in. 2017] w termocyklerze ATC 401 Thermal Cycler. Wszystkie reakcje
powtorzono dwukrotnie, w analizie statystycznej uwzgledniono powtarzalne prazki, ktd-
rych identyfikacja nie budzita watpliwosci. Produkty reakcji PCR-RAPD rozdzielono
w 1,8% zelu agarozowym wybarwionym bromkiem etydyny. Elektroforez¢ prowadzono
przez dwie godziny pod napigciem 100 mV. Wielko$¢ otrzymanych produktow okreslono
z uzyciem markera mas czasteczkowych GPB 3000bp DNA Ladder Mix (GenoPlast Bio-

Tabela 1. Charakterystyka starterow wykorzystanych w reakcji PCR-RAPD
Table 1. Characteristics of primers used in PCR-RAPD reaction

Nazwa i sekwencja starterow Wielkodé Catkowita liczba Ligzba prazkow
Name and sequence X . polimorficznych
of primers . produkiéw (pz) prazkéw Number of polymorphic
p " Size of products (bp) Total numer of bands
5"—3 bands
A01 — CAGGCCCTTC 194-1330 8 0
A04 — AATCGGGCTG 128-1421 9 0
A06 - GGTCCCTGAC 144-1604 8 0
A07 - GGTCCCTGAC 229-770 6 0
A08 — GAAACGGGTG 129-1927 8 0
A09 - GGGTAACGCC 125-1990 10 1
A10 - GTGATCGCAG 213-1446 10 0
All — CAATCGCCGT 138-1503 9 5
A12 - TCGGCGATAG 151-2030 7 0
Al15-TTCCGAACCC 154-2069 9 0
A16 —AGCCAGCGAA 1801180 8 0
A17 - GACCGCTTGT 181-2122 9 0
A19 - CAAACGTCGG 143-1225 6 0
AE1l —AAGACCGGGA 165-1870 5 1
AB09 - GGGCGACTAC 290-2689 11 4
AE10 - CTGAAGCGCA 310-1893 8 3
D12 - CACCGTATCC 158-2037 0
Q7 - CCCCGATGGT 1922118 11 1
RADO1 - TCCTACGCAC 258-2120 6 1
RADO07 — CAAACGTCCC 118-1242 9 0
V06 - ACGCCCAGGT 203-1381 10 0
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chemicals) oraz programu komputerowego GelAnalyzer 2010a. Do wizualizacji i archi-
wizacji uzyskanych fragmentéw DNA zastosowano transiluminator Gel Doc 2000 UV.
Dystans genetyczny miedzy badanymi genotypami okreslono, korzystajac z formuty Nei
i Li [1979]. Dendrogram skonstruowano metodg UPGMA przy zastosowaniu programu
komputerowego TREECON.

WYNIKI | DYSKUSJA

Zwigkszenie zmiennosci genetycznej wsrod roslin uprawnych jest najistotniejszym
zadaniem programow hodowlanych. Cel ten moze by¢ realizowany zarowno w wyniku
krzyzowan wewnatrzgatunkowych, jak i migdzy réznymi gatunkami. Takiego zr6znico-
wania poszukuje si¢ takze w obrebie C. annuum L. [Sanatombi i in. 2010, Thul i in. 2012].
Najwazniejszym czynnikiem wplywajacym na skuteczno$é hodowli jest odpowiedni do-
bor genotypow, przekladajacy si¢ na obecnos$¢ pozadanych cech agromorfologicznych
i wlasciwosci uzyskiwanych owocow. W przetworstwie warzywnym pozadane sg wy-
sokoplenne odmiany charakteryzujace si¢ grubosciennymi owocami, wyrownanymi pod
wzgledem wielkosci i ksztaltu, dlatego w hodowli papryki analizie poddaje si¢ cechy
morfologiczne, majace decydujacy wpltyw na pozadane przez konsumentéw parametry
jakosciowe owocow [Ayuso i in. 2008, Rozek 1 in. 2012, Jakubas i in. 2013]. W prezen-
towanym doswiadczeniu opracowanie statystyczne wynikéw biometrycznych wykazato
zréznicowanie mi¢dzy badanymi odmianami i liniami (tab. 2). Najbardziej wydajna pod
wzgledem plonu i liczby owocow z rosliny byta odmiana ‘Anchi’. Test Tukeya wykazat,
ze pod wzgledem wymienionych parametréw odmiana ta stanowita statystycznie odreb-
ng grupe. Odmiana ‘Mino’ charakteryzowata si¢ najwyzsza masg owocu bez szypulki,
masg technologiczng i masg perykarpu. W przypadku androgenicznych linii R1 i linii
R18 uzyskano wysokie wartosci masy owocu bez szyputki, masy technologicznej oraz
masy perykarpu, porownywalne z odmianami ‘Anchi’ 1 ‘Sono’. Te wazne pod wzgledem
gospodarczym cechy zdecydowaly o wlaczeniu androdiploidalnych linii R1 i R18 do
krzyzowan zwrotnych. Analizowane w do§wiadczeniu genotypy nie wykazaty istotnych
roznic statystycznych pod wzgledem wydajnosci technologicznej, jednak wysokie war-
tosci tego parametru (powyzej 75%) potwierdzity, ze stanowig one cenny surowiec dla
przemyshu przetworczego (tab. 2).

Prace hodowlane prowadzace do powstania nowych odmian w wyniku krzyzowan
wewnatrz- i migdzygatunkowych wymagaja potwierdzenia mieszancowego charakteru
powstatych osobnikow, jednak ich identyfikacja na podstawie cech morfologicznych nie
zawsze jest mozliwa [Orlikowska i in. 2001, Costa i in. 2006]. Problem ten dotyczy
przede wszystkim blisko spokrewnionych genotypow, kiedy niewielkie réznice fenotypo-
we uniemozliwiaja jednoznaczng interpretacje wynikow. W takim przypadku identyfika-
cj¢ odmian, linii i mieszancow C. annuum L. mozna przeprowadzi¢ na poziomie moleku-
larnym [Ballester i Vincente 1998, Costa i in. 2006, Prasad i in. 2013]. W doswiadczeniu
przeprowadzono analiz¢ mieszancow zwrotnych i ich form wyjsciowych z uzyciem
21 markerow RAPD (tab. 1). Zastosowane startery generowaty 174 produkty, z ktorych
16 (9,2%) bylo prazkami polimorficznymi (rys. 1). Wielko$¢ otrzymanych produktow
miescita si¢ w zakresie od 118 do 2122 pz. W literaturze znajduje si¢ wiele przyktadow
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Tabela 2. Charakterystyka biometryczna analizowanych form C. annuum L.

Table 2. Biometric characteristics of the analyzed genotypes of C. annuum L.

Genotyp

‘Sono’ ‘Anchi’ ‘Mino’ R1 R18
Genotype

Plon owocow z rosliny

a* b ab ab ab
Fruit yield per plant [g] 1114,30 1740,63 1162,47 1194,71 1326,24

Liczba owocow z rosliny

a* b a a a
Number of fruit per plant 10,67 19,33 6,33 9,67 9,33
Masa owocu bez szyputki ab a B b ab
Weight of fruit without stalk [¢] 119,18 110,22 208,32 149,96 138,53
Diugos¢ owocu 88,07° 138,24° 102,71 ° 88,41° 150,91°
Fruit leght [mm]
Szerokos¢ owocu b a . b a
Fruit width [mm] 76,71 56,79 90,97 77,32 56,14
Masa technologiczna 101,04 ° 98,04 ¢ 174,09 ° 12331° 114,45°
Technological mass [g]
Masa perykarpu 108,65 * 102,94 * 193,82° 131,08 * 121,70 *
Pericarp mass [g]

Liczba komor o o - . .
Number of chambers 3,33 344 344 2,78 3,44
Grubo$¢ $cian owocu ab a a a b

Wall thickness of the fruit [mm] 365 584 574 377 4,90
Masa nasion mokrych a a b . ab

Weight of wet seeds [¢] 1,95 2,28 3,41 491 2,82
Wydajnos¢ technologiczna 84.78 ** 88.95 ** 83.57" 823" 82.62"

Technological efficiency [%]

" Wartosci dla okreslonej cechy (w wierszu) oznaczone ta samg litera nie sg istotnie zréznicowane dla o = 0,05
(test Tukeya) — Values for defined traits (in line) signed with the same letter are not significantly different at
o = 0.05 (Tukey’s test).

" Wartoéci dla okreslonej cechy (w wierszu) nie sg istotnie zréznicowane dla o= 0,05 — Values for defined traits
(in line) are not significantly different at o = 0.05.

dotyczacych polimorfizmu w obrebie C. annuum L. Zdaniem autordéw, prezentowany
poziom zréznicowania zalezy od testowanych genotypdéw oraz liczby uzytych starterow
[Vazquez i in. 1996, Subramanyam i in. 2012, Peeraullee i Ranghoo-Sanmukhiya 2013].
Wyniki otrzymane w do$wiadczeniu zblizone sg pod wzgledem liczby otrzymanych pro-
duktow polimorficznych ilosci polimorficznego DNA oraz ich wielkosci do wartosci
uzyskanych dla C. annuum L. przez Ilbi [2003].

Szacowanie odleglo$ci genetycznej miedzy genotypami pozwala na ustalenie podo-
bienstw genetycznych wystgpujacych migdzy nimi. Otrzymane informacje moga by¢
wykorzystane w pracach hodowlanych prowadzonych w celu genetycznego doskonale-
nia odmian. Na podstawie przeprowadzonych analiz obliczono wspotczynniki dystansu
genetycznego, ktore dla ocenianych genotypoéw przyjmowaty wartosci od 0 do 0,037
(tab. 3). Skonstruowano takze dendrogram ilustrujacy stopien zrdéznicowania genetycz-
nego miedzy formami rodzicielskimi i mieszancami zwrotnymi (rys. 2). Uzyskane wyni-
ki pozwolily na rozréznienie wszystkich genotypéw uzytych do krzyzowan, wskazujac
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Rys. 1. Produkty reakcji PCR-RAPD generowane przez startery AB09 (1-13), AE10 (14—
26), All (27-39); M-marker, genotypy — (‘Sono’x‘Anchi’)F,: 1, 14, 27; (‘Anchi’x
‘Sono’)F,: 2, 15, 28; ‘Anchi’: 3, 16, 29; ‘Sono’: 4, 17, 30; (‘Sono’*x‘Mino’)F,: 5, 18, 31;
(‘Mino’x‘Sono’)F,: 6, 19, 32; “Mino’: 7, 20, 33; (‘Sono’xR1)F,: 8, 21, 34; (R1x‘Sono’)F;:
9,22,35; R1: 10, 23, 36; (‘Sono’xR18)F,: 11, 24, 37; (R18%‘Sono’)F,: 12, 25, 38; R18:
13,26, 39

Fig. 1. PCR-RAPD products generated by: AB09 (1-13), AE10 (14-26), A11 (27-39); M-mar-
ker, genotypes — (‘Sono’x‘Anchi’)F;: 1, 14, 27; (‘Anchi’x‘Sono’)F,: 2, 15, 28; ‘Anchi’:
3,16, 29; ‘Sono’: 4, 17, 30; (‘Sono’x‘Mino’)F,: 5, 18, 31; (‘Mino’x‘Sono’)F,: 6, 19, 32;
‘Mino’: 7, 20, 33; (‘Sono’xR1)F,: 8, 21, 34; (R1x‘Sono’)F,: 9, 22, 35; R1: 10, 23, 36;
(‘Sono’xR18)F: 11, 24, 37; (R18x“Sono’)F,: 12, 25, 38; R18: 13, 26, 39

'Sono'x'Mino')F1
’ ("Mino'x'Sono')F1

("Sono'xR18)F1

'Sono'

(R18x'Sono')F1

(R1x'Sono')F1

100 ("Sono'x'Anchi")F1

| (*Anchi'x'Sono")F1

'Mino'

n
-]

("Sono'xR1)F1

'Anchi'

linia R18

linia R1
Rys. 2. Dendrogram genotypdéw C. annuum L. uzyskany metoda UPGMA

Fig. 2.  Dendrogram of C. annuum L. genotypes with UPGMA cluster analysis
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jednoczesnie na ich bliskie pokrewienstwo. Wyodregbniono jednak linie R1 i R18, ktore
roznity si¢ najbardziej pod wzgledem genetycznym od pozostatych ocenianych geno-
typow. Potwierdzono ponadto mieszancowy charakter analizowanych pokolen F, po-
przez ich rozréznienie od form matecznych i tym samym wykluczenie samozapylenia.
W przypadku mieszancow zwrotnych mozliwa byla identyfikacja w obrgbie par: (‘So-
no’xR18)F,, (R18x‘Sono’)F, oraz (‘Sono’xRI1)F,, (R1%‘Sono’)F,. W obu wariantach
do krzyzowan uzyto androdiploidalnych linii R1 i R18, ktore charakteryzowatl wickszy
dystans genetyczny od pozostalych genotypow.

Na podstawie uzyskanych w do§wiadczeniu wynikow stwierdzono, ze technika PCR-
-RAPD jest uzytecznym narze¢dziem w identyfikacji ustalonych i mieszancowych geno-
typow C. annuum L. 1 moze by¢ z powodzeniem stosowana w programach hodowlanych

papryki.

WNIOSKI

1. Ocena agromorfologiczna cech ro$lin i owocoéw wykazata zroznicowanie migdzy ba-
danymi odmianami: ‘Sono’, ‘Anchi’, ‘Mino’ oraz liniami R1 1 R18 C. annuum L. Po-
twierdzita réwniez wysoka warto$¢ technologiczng badanych form, co zdecydowato
o ich wyborze jako komponentéw do krzyzowan zwrotnych.

2. Zastosowanie 21 starterow RAPD pozwolilo na uzyskanie 9,2% produktow polimor-
ficznych, ktére umozliwity identyfikacj¢ wszystkich odmian i linii uzytych do krzy-
zowar.

3. Technika PCR-RAPD potwierdzita mieszancowy charakter wszystkich pokolen F1.
W przypadku mieszancow zwrotnych mozliwe bylo rozréznienie form: (‘So-
no’xR18)F, i (R18x‘Sono’)F, oraz (‘Sono’xR1)F, i (R1x‘Sono’)F,.
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MOLECULAR IDENTIFICATION OF OPEN POLLINATED AND HYBRID
GENOTYPES OF CAPSICUM ANNUUM L. USING OF THE RAPD MARKERS

Summary. The most important objective of breeding programmes is increasing the genetic
diversity of cultivated plants. This objective can be achieved through intraspecies crossings
and through crossings of different species. The source material used in the presented study
comprised of C. annuum L. cultivars: ‘Sono’, ‘Anchi’, ‘Mino’ and androdiploid lines: R1
and R18. Their utility for interspecies crossings was assessed on the basis of statistical ana-
lysis of the most important agromorphological traits of pepper. ‘Anchi’ variety proved to be
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the most productive when it comes to yield of fruit and the number of fruit from a plant. The
Tukey’s test shown that as long as these parameters are concerned, it was statistically a sep-
arate group. The biggest weight of fruit without the stalk, technological weight and pericarp
weight were found in ‘Mino’ variety traits. High results of fruit weight, technological weight
and pericarp weight, comparable with ‘Anchi’ and ‘Sono’ variety were achieved in case of
androgenic lines R1 and R18. Because of these economically crucial traits, the androdip-
loid R1 and R18 lines were included in the crossings. 21 RAPD markers were used in the
molecular analysis of the hybrids: (‘Sono’x‘Anchi’), (‘Anchi’*x‘Sono’), (‘Sono’x‘Mino’),
(‘Mino’%x‘Sono’), (‘Sono’xR1), (R1x‘Sono’), (‘Sono’xR18), (R18x‘Sono’) and their pa-
rental forms. DNA amplification was done with the application of 7aq polymerase and
the method for C. annuum L. was used for PCR-RAPD reaction. To define the size of the
received products GPB 3000bp DNA Ladder Mix molecular mass marker and Gel Analyzer
2010a computer programme was used. Genetic distance between the genotypes from the
study was defined using the formula of Nei and Li (1979). Dendrogram was constructed
with UPGMA method with the application of TREECON computer programme. The start-
ers generated 174 products and 16 of them (9.2%) were polymorphic bands. The size of
the products ranged between 118 and 2,122 bp. Coefficients of the genetic distance were
calculated on the basis of the analyses, which ranged from 0 to 0.037 for the assessed geno-
types. A dendrogram illustrating the degree of genetic diversity between parental forms and
reciprocal hybrids was also constructed. The results allowed to identify all genotypes used
for crossings and indicated their close relationship with R1 and R18 lines forming separate
groups. Moreover, hybrid nature of the analyzed F, generations was confirmed through
their distinction from maternal forms that allowed to exclude self-pollination. In case of
reciprocal hybrids identification within the following pairs was possible: (‘Sono’xR18)F,
(R18%‘Sono’)F, and (‘Sono’xR1)F,, (R1x‘Sono’)F,. In both variants androdiploid lines R1
and R18 were used as they had a bigger genetic distance than the other genotypes.

Key words: Capsicum annuum L., biometrical analysis, PCR-RAPD, reciprocal hybrids
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