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Introgression of Brassica napus genome into restorer lines for CMS-
-ogura estimated with the use of molecular markers

Summary

The object of research were double low restorer lines of CMS-ogura. The re-
storer gene was introgressed into rapeseed genotype from radish {Raphanus sa-
tivus) through intergeneric hybridisation. The obtained recombinants of rapese-
ed with the restorer gene comprise a DNA fragment originating from radish,
which is bigger than the locus of the restorer gene. It disturbs the first meiotic
behaviour in PMC. In addition, it has an impact on the fertility and yielding abili-
ty of restorer lines. Moreover, the restorer gene in the obtained recombinant is
tightly linked with a gene responsible for high content of undesirabled compo-
unds in seeds - glucosinolates.

Elimination of the unnecessary DNA fragment is performed by backcrosses
with double low lines of winter rapeseed. The changes in rapeseed genome
which are a result of backcrosses are investigated by the use of molecular and
isozyme markers.
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Ocena introgresji genomu rzepaku (Brassica napiis L.) do linii restorera dla CMS-ogura

1. Wstep

Badania i hodowla podwadjnie ulepszonych linii restorerow dla systemu genowo-cy-
toplazmatycznej meskiej nieptodnosci typu ogura u rzepaku sg w ostatnich latach pod-
stawowym tematem. Brak linii restoreréw o odpowiednich cechach jakosciowych i a-
gronomicznych byt dotychczas czynnikiem limitujgcym wykorzystanie tego systemu do
tworzenia odmian mieszancowych zrestorowanych rzepaku ozimego i jarego.

W zwigzku z tym, ze w obrebie gatunku Brassica napiis nie wystepuja geny restore-
ry dla tego typu meskiej nieptodnosci gen ten zostat wprowadzony do rzepaku z geno-
typu rzodkwi {Raphanus sativus L.) poprzez krzyzowanie miedzygatunkowe (1). Uzyska-
ne rekombinanty rzepaku z genem restorerem zawierajg znacznie wiekszy odcinek
DNA pochodzacy od rzodkwi niz locus genu restorera. Powoduje to zaburzenia pierw-
szego podziatu mejotycznego w KMP, a zatem wplywa na ptodnos¢ i plennos¢ linii re-
storerdw (2). Ponadto w uzyskanym wyjsciowym rekombinancie gen restorer jest $cis-
le sprzezony z genem odpowiedzialnym za wysoka zawarto$¢ w nasionach niepozada-
nych zwigzkéw zwanych glukozynolanami. Eliminacji zbednego odcinka DNA pocho-
dzacego od rzodkwi, dokonuje sie poprzez wielokrotne krzyzowanie wsteczne z usta-
bilizowanymi genetycznie meskoptodnymi podwdjnie ulepszonymi liniami rzepaku
ozimego, a nastepnie selekcje niskoglukozynolanowych rekombinantéw zawieraja-
cych gen restorer (3). Ponadto u wyselekcjonowanych linii restoreréw o niskiej zawar-
tosci glukozynolanoéw (< 20 pM/g nasion) zaobserwowano czestg utrate izoenzyma-
tycznego markera genu restorera PGI-2 (4). Fakt ten, wskazywatby na mozliwosé dal-
szych zmian modyfikacyjnych zachodzacych w obszarze introgresji genomu rzodkwi,
polegajacych na utracie alleli rzodkwi Pgi-2 wraz ze $cile z nim sprzezonym fragmen-
tem DNA odpowiedzialnym za wysokag zawarto$¢ glukozynolanow.

Celem przeprowadzonych badan bylo zagadnienie sprzezenia w formach nisko-
glukozynolanowych genu restorera z markerem izoenzymatycznym PGI-2 (5) oraz
markerami molekularnymi typu PCR-RAPD (6) i PCR-SCAR wystepujacymi w grupie
sprzezen z genem restorerem, a takze ocena introgresji genomu rzepaku do linii re-
storera dla CMS-ogi//'fl.

2. Materialy i metody

Materiat do badan stanowity rosliny pokolenia F2, F3 i F4 posiadajace sterylng cy-
toplazme typu ogura, bedace potomstwem mieszancow pomiedzy podwojnie ulep-
szonymi liniami CMS ogura i wyjsciowg linig restorera R. Wyjsciowa linia restorera
byla heterozygotyczna pod wzgledem alleli genu restorera, bezerukowa, ale o wy-
sokiej zawartosci glukozynolanéw - 60 pM/g nasion.

Selekcje genotypdéw z allelami genu restorera prowadzono na podstawie ekspre-
sji fenotypowej oraz za pomocg markera izoenzymatycznego PGIl-2 wedlug metody
opracowanej przez Shilds’a i in. (7) oraz Vellajos'a (8).
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Analizie PCR-RAPD poddano DNA wyekstrahowane z mtodych lisci niskoglukozy-
nolanowych rekombinanéw, wyselekcjonowanych w pokoleniu Fj wedtlug zmodyfi-
kowanej metody Doyle i Doyle (9). W analizie RAPD zastosowano cztery markery:
OPC 02, OPD 02 oraz RAPD 6, RAPD 7 (6). Dodatkowo wykonano analize DNA wyko-
rzystujgc technike SCAR i specyficzny starter SCAR D 02 wedlug metody Paran’a
i Michelmore’a (10).

Analizy zawartosci glukozynolanéw wykonano metoda sililowych pochodnych
glukozynolanéw za pomoca chromatografu gazowego firmy Perkin Elmer (11)

3. Wyniki i dyskusja

w przeprowadzonych badaniach stwierdzono silne sprzezenie izoenzymatycz-
nych alleli Pgi-2 z genem restorerem w materiale wyjSciowym, a zatem o wysokiej
zawartosci glukozynolanéw (5). Wspétczynnik rekombinacji pomiedzy genem resto-
rerem i markerem PGI-2 byt bardzo niski i wynosit 0,25 + 0,02%. Obserwacje sposo-
bu dziedziczenia genu restorera CMS-ogura wykazaly, ze zostat on wprowadzony
z genotypu rzodkwi do genotypu rzepaku wraz z izoenzymatycznym markerem
PGI-2. Marker ten pozwala nie tylko na stwierdzenie obecnosci genu restorera
w wyprowadzanych rekombinantach linii restoreréw, ale dzieki kodominujgcemu
charakterowi umozliwia odréznianie form homozygotycznych {Rfo Rfo) od heterozy-
gotycznych (Rfo rfo) pod wzgledem alleli tego genu. System izoenzymatyczny PGI-2
pozwala takze na odréznianie genotypdéw, ktére utracity marker typowy dla B. na-
pus, ale posiadajg allele genu restorera. W tym przypadku profile zymogramow sg
takie same jak dla genotypow Rophanus sativus z genem restorerem.

Badania nad mozliwoscig wykorzystania markeréw do selekcji form z genem re-
storerem i niskg zawartoscig glukozynolanéw przeprowadzono ze wzgledu na trud-
nosci uzyskania tego typu rekombinantéw oraz w zwigzku z tym, ze selekcja meto-
dami klasycznymi jest diugotrwata.

Na podstawie wykonanych analiz izoenzymatycznych przy uzyciu markera PGI-2
na obecnos¢ genu restorera dla 740 rekombinantéw pokolenia F2 otrzymanego
z mieszancéw pomiedzy niskoglukozynolanowymi liniami CMS-ogura i wyjsciowg
linig restorera okreslono czestotliwos¢ sprzezenia markera z genem restorerem. Byt
on wysoki, wynosit 99,2%. W badaniach wykazano roéwniez wysoce istotng przydat-
nos¢ izoenzymu PGI-2 do selekcji homo- i heterozygot pod wzgledem alleli genu re-
storera takze u form niskoglukozynolanowych (tab. 1).

Dla 1035 roslin badanych pokolen F3 i F4 fenotypowo meskoptodnych posia-
dajacych sterylng cytoplazme wykonano takze analize na obecnos¢ markera izoen-
zymatycznego PGIl-2. U 78 roslin stwierdzono utrare markera PGI-2, co jest jedno-
znaczne z brakiem w ich genotypach alleli rzodkwi Pgi-2. W dokonanej ocenie eks-
presji fenotypowej potwierdzono, ze wszystkie badane rosliny sg meskoptodne,
a zatem posiadajg allele genu restorera pomimo utraty przez niektére z nich marke-
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ra PGI-2. W przeprowadzonej analizie zawarto$ci glukozynolanéw wykazano, ze
wszystkie genotypy pozbawione markera PGI-2 charakteryzuja sie niska zawartoscig
tych zwigzkéw w przedziale od 4,8 do 19,5 /JM/g nasion (tab. 2).

Tabela 1
Charakterystyka genetyczna badanej populacji
Pokolenie Liczba analizowanych roslin Rfo Rfo Rfo rfo rfo rfo Utrata markera PGI-2
F. 740 86 325 329 -
613 430 95 38 49
422 153 209 31 29
suma dla F3, F4 1035 583 04 69 78
Rfo Rfo - homozygota dominujgca pod wzgledem alleli genu restorera,
Rfo rfo - forma heterozygotyczna pod wzgledem alleli genu restorera,
rfo rfo — homozygota recesywna pod wzgledem alleli genu restorera.
Tabela 2

Zawartos¢ glukozynolanéw w nasionach roslin z utraconym markerem PGI-2

Zawarto$¢ glukozynolanéw

Linia nr potowy 1999  Liczba ros$lin z utraconym markerem PGI-2 _
(pM/g nasion)

2403 5 12,6
2415 3 17,1
2417 3 17,8
2962/10 1 18,5
2425 11 12,5
2551 8 13,0
2427 1 13,4
2553 5 4,8
2965 2 6,8
2973/4 1 15,4
2973/8 1 16,3
2557 | 9,1
2455 8 10,1
2581 5 7,7
3001/5 1 19,5
2707 2 16,2
2990/4 1 6,4
2990/5 1 6,9
2996 10 6.4
2521 1 10,6
Razem 78

Fakt ten, wskazywatby na mozliwo$¢ dalszych zmian modyfikacyjnych, zacho-
dzacych w obszarze introgresji genomu rzodkwi, polegajgcych na zachowaniu genu
restorera przy jednoczesnej utracie alleli rzodkwi Pgi-2 wraz ze Scisle z nim sprze-
zonym fragmentem DNA determinujacym wysoka zawarto$¢ glukozynolanéw. W po-
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koleniach wczesniejszych, tj. F] i F2 zjawisko utraty przez genotyp markera PGI-2
z zachowaniem genu restorera bylo sporadyczne i wystepowato u 1,2% roslin bada-
nych populacji (12). W badanych pokoleniach F3 i F4 niskoglukozynolanowe linie re-
storera, ktére utracity marker izoenzymatyczny stanowity 7,8% badanej populaciji.

Ustalono, ze introgresja genu restorera z genomu rzodkwi do genomu rzepaku
zwigzana jest z przeniesieniem znacznie dtuzszego odcinka chromosomu rzodkwi
niz locus jakie zajmuje ten gen (13). W zwigzku z tym podjeto préby doktadnego
oszacowania wielkosci segmentu chromosomu z locus genu restorera poprzez okres-
lenie jak najwiekszej liczby markeréw molekularnych DNA w tym obszarze. W wyni-
ku badan przeprowadzonych na wyjsciowej linii z genem restorerem dla CMS-ogura
stwierdzono Sciste sprzezenie (brak rekombinacji miedzy genem restorerem i marke-
rami) czterech markeréw typu PCR-RAPD z tym genem (6).

Celem przeprowadzonych badan dla roslin pokolenia F2 bylo stwierdzenie, czy
markery te pozostajg sprzezone z genem restorerem takze w rekombinantach o ni-
skiej zawartosci glukozynolanéw.

Materiat do badan stanowito 9 rekombinantéw rzepaku ozimego pokolenia F2
z genem restorerem, wyselekcjonowanych na podstawie zawartosci glukozynola-
now w ich nasionach, ktéra miescita sie w przedziale od 12,9 do 22,3 pM/g nasion.
Dla $rednio dziesieciu roslin z kazdej linii najpierw wykonano analize izoenzyma-
tyczng za pomoca izoenzymu PGI-2. Wsrdd 80 przebadanych roslin u 52 stwierdzo-
no obecnos¢ markera PGI-2 (tab. 3). Dla tych samych roslin wykonano badania za po-
mocg markeréw PCR-RAPD.

W badaniach wykorzystano cztery startery: OPC 02, OPD 02 o znanej sekwencji
nukleotydéw (6) oraz RAPD 6, RAPD 7 (okreslone w Laboratorium Biologii Moleku-
larnej INRA we Francji), ktérych sekwencja nie zostata jeszcze oficjalnie opubliko-
wana. Wszystkie wymienione startery wykazaty polimorfizm badanego materiatu ros-
linnego, potwierdzony obecnoscig charakterystycznych prazkéw, z ktérych kazdy
odpowiada fragmentowi DNA o SciSle okreslonej dtugosci, a jednoczes$nie jest
zwigzany z locus alleli genu restorera.

W grupie 80 analizowanych genotypéw w 52, tych samych u ktérych stwierdzo-
no wczesniej allele genu restorera i markera PGI-2, potwierdzono obecnos¢ marke-
row PCR-RAPD. Udowodniono tym samym istnienie silnego sprzezenia czterech
markeréw molekularnych uzytych w badaniach z locus genu restorera dla wszyst-
kich analizowanych genotypéw (tab. 3).
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Tabela 3

Zawarto$¢ glukozynolanéw oraz wyniki analiz z uzyciem markeréw RAPD i izoenzymu PGI-2 dla rekombi-

nantéw' z genem restorerem wyselekcjonowanych w pokoleniu

Zawarto$¢ Liczba Liczba roslin z
Genotyp glukozynolanéw badanych
. - PGl -L PGl - OPIl) 02-L  OPC 02-1- RAPD 6 + RAPD 7 +
(pM/g nasion) roslin
8022/6/97 17,4 10 10 0 10 10 10 10
8027/5/97 20,0 10 5 5 5 5 5 5
8035/5/97 20,2 10 3 7 3 3 3 3
8041/4/97 22,3 10 9 1 9 9 9 9
8043/9/97 12,9 7 3 4 3 3 3 3
8086/10/97 18,4 10 7 3 7 7 7 7
8391/1/97 20,2 6 4 2 4 4 4 4
8376/5/97 13,6 10 6 4 6 6 6 6
8434/4/97 20,0 7 5 2 5 5 5 5
suma 80 52 28 52 52 52 52

W jednej reakcji RAPD wykrywa $rednio nawet do dziesieciu loci i nie zawsze od-
czyt jej rezultatow jest prosty. Aby wyeliminowaé ograniczenia techniki RAPD i za-
gwarantowa¢ wiekszg powtarzalnos¢ wynikOéw wstepnie wyselekcjonowane linie
z genem restorerem poddano dodatkowej analizie wykorzystujac technike SCAR
{Sequences Characterized Amplified Region) i specyficzny starter SCAR D 02. Obecnos¢
tego markera takze stwierdzono we wszystkich badanych genotypach, zawiera-
jacych allele genu restorera.

Wyniki te sg zgodne z mapg genetyczng rzepaku (14), gdzie marker PGI-2 oraz
polimorficzne fragmenty DNA syntetyzowane przy uzyciu starteréw OPC02, OPD02,
RAPD 6, RAPD 7 sg zlokalizowane w jednej grupie sprzezen. Fakt ten potwierdza
Scisle sprzezenie uzytych markeréw z genem restorerem réwniez w przypadku utra-
ty przez genom rosliny fragmentu DNA odpowiedzialnego za wysokag zawarto$¢ glu-
kozynolanow.

4. Podsumowanie

Wszystkie genotypy, ktére utracity cze$¢ informacji genetycznej pochodzacej
od rzodkwi - utrata markera PGI-2 - charakteryzujg sie niskg zawartoscig gluko-
zynolanéw (< 20 pM/g nasion), co wskazuje na catkowite przerwanie sprzezenia
genu restorera z genem warunkujagcym wysoka zawarto$¢ glukozynolandéw. Linie
te wymagajg jednak oceny pod wzgledem plennosci, poniewaz w przeprowadzo-
nych badaniach wykazano (4), ze takie formy charakteryzujg sie niskg plennoscia,
w przypadku gdy sg homozygotami (Rfo Rfo), gdyz wraz z markerem PGI-2 traca
fragment informacji genetycznej rzepaku. Markery typu PCR-RAPD, ktére pocho-
dza od rzodkwi, jak wykazano w przeprowadzonych badaniach, a takze w bada-
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niach innych autoréw (4), wystepuja takze w genotypach o niskiejzawartosci glu-
kozynolandw.

W wyniku introgresji genomu ustabilizowanych genetycznie liniirzepaku do linii
restorera moga powstaé r6zne rekombinacje: formy pozbawione (dcinka DNA de-
terminujacego wysoka zawartos¢ glukozynolanéw, ktére utracity Sjrzezony marker
PGI-2 oraz markery PCR-RAPD, a takze takie w ktdrych genomie m;rkery te zostaly
zachowane. W drugim przypadku wynik ten wskazuje, ze pozostataieszcze znaczna
cze$¢ informacji genetycznej pochodzacej od rzodkwi.

Zatem dla uzyskania postepu w eliminacji zbednej informacji genetycznej od
rzodkwi konieczne jest przeprowadzenie badan za pomocg markfréw molekular-
nych, ktére pozwola oceni¢ wielkosci introgresji genomu rzepaku co linii restorera
dla CMS-ogura.
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