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The practical use of molecular markers in hybrid breeding of winter
oilseed rape {Brassica napus L. var. oleifera)

Summary

Breeding of oilseed rape hybrid varieties in Poland is based on CMS ogura
hybrydization system. The marker assisted selection is used in selection of pa-
rental lines of F, hybrids. The markers of alleles of restorer gene Rfo are the
most important in breeding programs. Also, the investigations on genetic dis-
tance of hybrid parental lines using molecular markers are undertaken aiming at
its application for preliminary selection of Fi combinations.
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1. Wstep

Dynamicznie rozwijajaca sie w ostatnich latach biologia mo-
lekularna stworzyta nowe sposoby analizowania zmiennosci ge-
netycznej. Do niedawna bowiem prace genetyczne, jak i hodow-
lane opieraty sie wytgcznie na opisie fenotypowej ekspresji ge-
now. Efektywno$¢ selekcji i badan genetycznych prowadzonych
na tym poziomie jest ograniczona ze wzgledu na zaleznosci ist-
niejace pomiedzy fenotypem i $rodowiskiem oraz genotypem
i srodowiskiem. Badania genotyp6w na poziomie molekularnym
pozwalaja na wyeliminowanie tych zaleznosci.
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Analiza polimorfizmu czasteczek biatkowych - izoenzymdw oraz polimorfizmu
DNA znalazta praktyczne zastosowanie w hodowli odmian mieszaficowych rzepaku.
Hodowla wykorzystujgca tylko metody klasyczne jest bowiem diugotrwata i kosz-
towna, nie zapewnia dostatecznie szybkiego postepu hodowianego.

Analiza polimorfizmu izoenzymdw i DNA jest stosowana w selekc;ji linii restore-
row dla systemu genowo-cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci CMS ogura, wyko-
rzystywanej do hodowli odmian mieszafcowych rzepaku. Ponadto markery moleku-
larne wykorzystywane sg do okreslania dystansu genetycznego linii rodzicielskich
mieszancOw pokolenia Fi w celu dokonania wstepnej selekcji kombinacji mieszan-
cowych, zanim zostang wysiane w doswiadczeniach polowych dla oceny ich warto-
$ci gospodarczej. W wielu badaniach wykazano bowiem, ze im wieksze jest zr6zni-
cowanie genetyczne linii rodzicielskich mieszancow, tym efekt heterozji jest wiek-
szy. Takze w wyniku krzyzowania linii 0 duzym dystansie genetycznym z wiekszg
czestotliwoscig uzyskuje sie plenne mieszance (1,2).

2. Selekcja linii restoreréw dla systemu CMS ogura

Do hodowli odmian mieszaricowych pokolenia Fi rzepaku ozimego w wielu
osrodkach hodowlanych w $wiecie, takze w Polsce wykorzystywany jest system ge-
nowo-cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci CMS ogura. Wada tego systemu sg trud-
nosci z uzyskaniem plennych, o pozadanych cechach jakoSciowych, a zatem nisko-
glukozynolanowych linii restoreréw, ktére jednoczes$nie powinny charakteryzowac
sie pelng i stabilng ekspresjg zdolnosci do restorowania.

Gen restorer Rfo zostat przeniesiony do genomu rzepaku z genomu rzodkwi
(Raphanus sativus L) poprzez krzyzowanie miedzyrodzajowe miedzy liniami rzepaku
z cytoplazma typu ogura oraz Raphanobrassica bedaca nosnikiem tego genu (3). jed-
nak uzyskany materiat wyjsciowy do hodowli charakteryzowat sie wysokg zawarto$-
cig glukozynolandw, ktdra jest bardzo trudno obnizy¢ ze wzgledu na Sciste sprzezenie
genu restorera z jednym z genow warunkujacych wysoka zawarto$¢ tych zwigzkow
(4). Takze plennos¢ form wyjsciowych jest obnizona w wyniku zaburzen, spowodo-
wanych wigczeniem do genomu rzepaku zbyt duzego odcinka informacji genetycz-
nej pochodzacej od rzodkwi (5). W badaniach prowadzonych przez Delourme (4)
i Poptawska (6) wykazano, ze mozliwe jest wyeliminowanie tych cech poprzez wielo-
krotne krzyzowanie wsteczne form wyjsciowych linii restoreréw z ustabilizowanymi
genetycznie meskoptodnymi, podwaojnie ulepszonymi liniami rzepaku, a tym samym,
dalsza eliminacja informacji genetycznej pochodzacej od rzodkwi. Ze wzgledu na
trudnosci w uzyskaniu wartosciowych rekombinantéw oraz w zwigzku z tym, ze se-
lekcja metodami klasycznymi jest dtugotrwata podjeto badania nad moztiwoscig wy-
korzystania markeréw molekularnych do selekcji form z genem restorerem.

Poczatkowo, w hodowli byt wykorzystywany, wykryty przez Delourme i Eber (7)
izoenzymatyczny marker genu restorera PGI-2. Marker ten pozwala nie tylko na
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Stwierdzenie obecnosci genu restorera, ale dzieki kodominujacemu charakterowi
umozliwia odroznianie form homozygotycznych {Rfo Rfo) od heterozygotycznych
(Rfo rfo) pod wzgledem alleli tego genu. System izoenzymatyczny PGI-2 pozwala tak-
ze na odrdznianie genotypdw, ktore utracity marker typowy dla B. napiis, ale posia-
dajg allele genu restorera. W tym przypadku profile zymogramoéw sg takie same jak
dla genotypéw Raphanus sativus z genem restorerem.

W liniach restorerach o wysokiej zawartosci glukozynolanéw wystepowato silne
sprzezenie izoenzymatycznych alleli Pgi-2 z genem restorerem. Wspotczynnik re-
kombinacji pomiedzy genem restorerem i markerem PGI-2 by} bardzo niski i wynosit
przyktadowo dla populacji badanej w INRA-Francja 0,25 + 0,02% (7), a dla populacji
badanej w Zaktadzie Roslin Oleistych IHAR 1,2% (6).

W wyniku introgresji genomu ustabilizowanych genetycznie niskoglukozynolano-
wych linii rzepaku ozimego (ponizej 15 pM/g nasion ) do genomu linii restoreréw po-
wstaty nowe rekombinacje takie, ktére wraz z utratg odcinka DNA determinujacego
wysokg zawarto$¢ glukozynolanéw utracity takze marker PGI-2 oraz takie, w ktérych
genomie marker ten zostal zachowany, jednak w badanych populacjach prawie po-
towa linii restoreréw charakteryzujgca sie niskg zawartoscig glukozynolanéw utracita
takze alfel Pgi-2 (8). Zatem marker PGI-2 stat sie nieprzydatny w hodowli.

W zwigzku z tym podjeto badania majace na celu okreslenie innego markera, sil-
niej sprzezonego z genem restorerem. W badaniach wykonanych przez Delourme
i in. (9,10) stwierdzono sprzezenie czterych oligonukleotydowych markeréw typu
PCR-RAPD - OPC 02ii50, OPD 02iooo> OPF 061200- OPG 02700 z genem restorerem
wystepujacym w genomach francuskich linii rzepaku ozimego o rdznej zawartosci
glukozynolandw.

Na podstawie badafh pochodzacych z polskiej hodowli populacji 102 linii resto-
rerébw o bardzo niskiej zawartosci glukozynolanéw stwierdzono w 100% przypad-
kéw sprzezenie genu restorera z markerem RAPD OPC 02] 150 (8). Wynik ten wska-
zuje na mozliwo$¢ wykorzystania tego markera w selekcji linii restoreréw o pozada-
nej niskiej zawartosci glukozynolanéw.

Réwniez do badan na obecnos¢ alleli genu restorera stosuje sie specyficzny star-
ter SCAR D 02. Starter ten uzyskano poprzez wyizolowanie z zelu pojedynczych, po-
limorficznych fragmentéw DNA, wygenerowanych w wyniku reakcji RAPD przy
udziale startera OPD 02. Produkt amplifikacji uwidacznia sie w postaci pojedyncze-
go, wyraznego prazka zwigzanego z okreslonym locus. Obecnos¢ prazka lub jego
brak umozliwia jednoznaczng identyfikacje genotypdéw z genem restorerem oraz
genotypow pozbawionych tego genu. Obecnos$¢ tego markera takze stwierdzono
we wszystkich badanych liniach, zawierajagcych allele genu restorera (11).

Linie restorery sg prowadzone na sterylnej cytoplazmie typu ogura. Fakt ten po-
zwala na sprawdzanie czystosci wybranych linii restoreréw za pomoca specyficzne-
go dla sterylnej cytoplazmy ogura markera mitochondrialnego DNA typu PCR-SCAR
wedtug metody podanej przez Krishnasamy i Makaroff (12), zmodyfikowanej przez
Mikotajczyk i in. (13).
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Marker ten moze by¢ wykorzystywany we wszystkich programach badawczych
i hodowlanych, do ktérych uzyte zostaty rosliny ze sterylng cytoplazma typu ogura.
W produkcji materiatu siewnego odmian mieszaricowych rzepaku marker ten moze
by¢ pomocny do oceny czystosci uzyskanych nasion.

3. Badanie zmiennosci genetycznej linii rodzicielskich mieszafncow
pokolenia Fj utworzonych na bazie systemu CMS ogura la. pomoca
markeréw izoenzymatycznych

w Zaktadzie Roslin Oleistych IHAR rozpoczeto badanie polimorfizmu linii rodzi-
cielskich mieszancéw pokolenia F] w celu oceny dystansu genetycznego miedzy
nimi. Pierwszg grupg badanych markeréw sg wykazujace polimorfizm biatlek marke-
ry izoenzymatyczne. Badania wykonywane sg na liniach rodzicielskich 20 réznych
mieszancéw pokolenia FJ.

Badania wykonano wedtug metody opracowanej przez Schieldsa i in. (14) oraz
Vellajosa (15) za pomoca nastepujacych systeméw izoenzymatycznych: przy pH 6,1
- IDFI - dehydrogenaza izocytrynianowa, MDFl - dehydrogenaza jabtczanowa,
6PGD - dehydrogenaza 6-fosfoglukonowa oraz przy pFl 7,0 - LAP - aminopepty-
daza leucynowa, PGl - izomeraza glukofosforanowa, PGM - fosfoglukomutaza.

Na obecnym etapie badar stwierdzono, ze istnieje mozliwos¢ rozréznienia ba-
danych linii rodzicielskich mieszancow pokolenia Fi przy wykorzystaniu systemow
izoenzymatycznych PGI-2, MDH, 6PGD. Ponadto wykazano niewielkie znaczenie
w rozréznianiu linii rodzicielskich mieszafcéw pokolenia Fi systeméw LAP (pH 7,0),
PGM (pFt 7,0) oraz IDH (pH 6,1), poniewaz wiele badanych obiektéw miato identycz-
ny profil izoenzymatyczny.

Badanie polimorfizmu biatek enzymatycznych moze by¢ jednym ze sposobow
wspomagajacych klasyczng selekcje linii rodzicielskich mieszafcéw pokolenia Fi,
a takze jest pomocne przy ocenie czystosci wyprodukowanego materiatu mieszan-
cowego.
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