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Zastosowano metodg RAPD do uzyskania infor-
macji 0 zréznicowaniu genetycznym czterech
linii DH rzepaku ozimego. Linie te r6znia si¢
zawartoscia kwasu erukowego oraz glukozyno-
lanbw w nasionach. W przeprowadzonych
analizach uzyto 38 starteréw do RAPD (Operon)
i znaleziono 116 markeréw roznicujacych. Na
podstawie uzyskanych wynikéw wykonano ana-
lizg pokrewienstwa badanych linii, a jej wyniki
poréwnano z posiadanymi rodowodami. Dokonano
oceny przydatnosci kazdej pary linii rodziciel-
skich do tworzenia mapy genetycznej rzepaku
0zimego i stwierdzono, ze zr6znicowanie gene-
tyczne badanych linii jest wystarczajace do tego
celu. Dotyczy to zwtaszcza pary linii DH-JN-86
i DH-ER,-13/1p, ktéra wykazywata najnizszy
stopien pokrewienstwa. Przeanalizowano tez
rozne strategie prowadzenia dalszych badan.
Wykazano, ze dokonanie odpowiednio duzej
liczby wstepnych analiz linii rodzicielskich oraz
wyselekcjonowanie do dalszych prac tylko tych
starterow do RAPD, ktore generuja przynajmniej
cztery markery, pozwoli na znaczne przyspie-
szenie tworzenia mapy genetycznej rzepaku,
nawet dla bardziej spokrewnionej pary linii
DH-JN-86 i DH-MI-11.

rzepak ozimy, linie DH, kwas erukowy, glukozynolany, markery RAPD,

winter oilseed rape, Brassica napus L., DH lines, erucic acid, glucosinolates,
RAPD markers, genetic mapping

The RAPD method was used to characterize
genetic background of four winter oilseed rape
DH lines. The studied lines have different levels
of erucic acid and glucosinolates in seeds. 38
RAPD primers (Operon) were used and 116
markers were found. These markers can be used
to distinguish and characterize studied lines. On
the basis of obtained data the phylogenetic
relations among DH lines were analyzed and
results were compared with known pedigrees.
Each pair of parental lines was tested for the
potential usability as a source of mapping
population. These tests appear to be positive as
the genetic differentiation among investigated
lines is sufficient. The best results were obtained
for the pair of DH-JN-86 and DH-ER,-13/1p
lines with the most distant relations. Some
strategies for further studies were also
considered. It was demonstrated that initial
analyses of parental lines and the selection of
primers that are able to generate at least four
markers can make all mapping experiments
much easier and faster by decreasing of the total
number of analyses. In this way also the lines
that are more closely related (such as DH-JN-86
and DH-MI-11 lines) can be mapped
successfully.
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Wstep

Obecnie w hodowli rzepaku na swiecie coraz wieksze znaczenie maja techniki
analizy materiatu genetycznego, dostarczajace dane o zmiennosci genetyczne;j.
Przetom w badaniach genomu stanowi metoda PCR (ang.: polymerase chain
reaction), ktéra umozliwia wykonanie analiz stosunkowo matym kosztem, szybko
i przy wykorzystaniu niewielkiej ilosci materiatu wyjsciowego. Przyktadem zasto-
sowania reakcji PCR do generowania markeréw molekularnych jest technika
RAPD (ang.: random amplified polymorphic DNA) (Welsh i McClelland 1990;
Williams i in. 1990). W tej technice stosuje sie hamnazanie losowo wybranych
fragmentéw genomu poprzez zastosowanie w reakcji 10-nukleotydowych starteréw
0 przypadkowo dobranych sekwencjach. Dla danego startera uzyskuje si¢ unikalne
wzory prazkdw na zelu, charakterystyczne dla danego genotypu, przy pomocy
ktdrych mozna stwierdzi¢ istniejace réznice pomigdzy liniami hodowlanymi na
poziomie DNA. W ten sposob mozna fatwo otrzyma¢ duza liczbe markeréw
molekularnych.

Dla uzyskania catosciowego obrazu genomu rzepaku sporzadza sie gene-
tyczne mapy sprzezen miedzy poszczeg6lnymi cechami i uzyskanymi markerami.
Aby mapy te byty uzyteczne dla polskich hodowcdw istotne jest by markery
charakteryzowaty linie hodowlane i odmiany wykorzystywane w polskiej hodowli.
Istnieja juz bowiem mapy genetyczne rzepaku sporzadzone w innych laboratoriach
(Landry i in. 1991; Lydiate i in. 1993; Chyi i in. 1994; Ferreira i in. 1994; Cloutier
i in. 1995; Parkin i in. 1995; Sharpe i in. 1995; Uzunova i in. 1995; Foisset i in.
1996), jednak ich zastosowanie dla polskich odmian jest mozliwe tylko w ogra-
niczonym zakresie. Wielu markerdw umieszczonych na tych mapach nie mozna
odnalez¢ w naszych populacjach. Konieczne jest wiec wzbogacenie istniejacych
danych o markery charakterystyczne dla polskich odmian.

Warunkiem potrzebnym do wykonania mapy genetycznej organizmu jest
znalezienie odpowiedniej populacji segregujacej o duzym zr6znicowaniu cech
fenotypowych oraz genotypowych. Linie rodzicielskie wykorzystane do utwo-
rzenia takiej populacji musza zosta¢ najpierw odpowiednio scharakteryzowane,
aby mozliwy byt wybdr najbardziej zréznicowanej pary do krzyzowania. Brane sa
pod uwage rozne kryteria wyboru. Linie te musza by¢ zréznicowane pod wzgledem
tych cech fenotypowych, ktére maja zosta¢ zmapowane, takich jak na przyktad
cechy chemiczne nasion. Drugim istotnym czynnikiem decydujacym o wyborze
danej pary jest odlegtos¢ genetyczna rodzicow wyrazajaca sie iloscia poli-
morficznych fragmentéw genomu — ma to wptyw na liczbe wykrywanych marke-
row molekularnych, a tym samym na doktadnos¢ mapy genetycznej oraz szybkosé
jej tworzenia. W celu oceny odlegtosci genetycznej badanych linii najlepiej
postuzy¢ sie markerami, ktore beda wykorzystywane do tworzenia mapy gene-
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tycznej. Dzieki temu juz na etapie poszukiwania rodzicow mozna gromadzié
potencjalne markery do projektowanej mapy.

Celem niniejszej pracy jest ocena zrdznicowania genetycznego posiadanych
wyjsciowych linii rzepaku ozimego o réznych cechach chemicznych dla okreslenia
ich przydatnosci do stworzenia segregujacej populacji, ktora bedzie wykorzystana
do opracowania mapy genetyczne;j.

Materialy i metody

Materiat roslinny

Badano cztery linie rzepaku ozimego: DH-JN-86 o wysokiej zawartosci gluko-
zynolandéw i niskiej zawartosci kwasu erukowego w nasionach (G0), DH-MI-11
0 niskiej zawartosci glukozynolanéw i kwasu erukowego w nasionach (00), oraz
DH-ER,-13/1p i DH-ER,-277 o niskiej zawartosci glukozynolanéw i wysokiej
zawartosci kwasu erukowego w nasionach (OE). Wszystkie testowane linie byty
podwojonymi haploidami (ang.: doubled haploid, DH). Linie te otrzymano
w procesie androgenezy in vitro (Nateczynska i Cegielska 1984; Nateczynska
1991; Cegielska-Taras i in. 1999) z materiatow rzepaku ozimego pochodzacych
z hodowli jakosciowej prowadzonej w Zakladzie Roslin Oleistych w Poznaniu
(Krzymanski 1970a; 1993) oraz z francuskiej odmiany Jet Neuf (linia DH-JN-86).
Uzyskane linie DH byty utrzymywane z pokolenia na pokolenie przez zapylanie
wsobne pod izolatorem.

Izolacja DNA

Catkowity DNA dla kazdej linii wyizolowano wedtug zmodyfikowanej
metody Doyle i Doyle (1990) z CTAB (ang.: cetyltrimethylammonium bromide).
Pobrane mtode liscie rzepaku schtadzano lodem i rozcierano na proszek w porce-
lanowych mozdzierzach z ciektym azotem. Sproszkowane liscie zalewano ogrza-
nym do temperatury 65°C buforem ekstrakcyjnym 2xCTAB [2% (w/v) CTAB,
100 mM Tris-HCI (ang.: tris(Hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride)
(pH 8,0), 20 mM EDTA (ang.: ethylenediaminetetraacetic acid), 1,4 M NaCl,
1% (w/v) PVP (ang.: polyvinylpyrrolidone), 1% (v/v) B-merkaptoetanol]. Proby
traktowano przez 30 minut w 65°C, a nastgpnie, po wymieszaniu z 1 objgtoscia
mieszaniny chloroform-oktanol 24:1 (v/v), wirowano 10 minut przy 11500 x g.
Pobierano fazg wodna i wytracano z niej DNA przez dodanie 2/3 objgtosci
izopropanolu, a po oddzieleniu osadu oczyszczano go za pomoca 70% etanolu.
Nastepnie, w celu usunigcia frakcji RNA, proby DNA rozpuszczano w buforze TE
zawierajacym 40 ug/ml RNA-zy A i hydrolizowano RNA przez 1 godzine w 37°C.
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Po ponownym wytraceniu i oczyszczeniu, osad DNA rozpuszczano w buforze TE,
a nastepnie sprawdzano stezenie i jakos¢ matrycy za pomoca elektroforezy w 0,8%
zelu agarozowym.

Analizy RAPD

Wyizolowane proby DNA analizowano za pomoca metody RAPD (Foisset
i in. 1996). Mieszanina reakcyjna (12,5 ul) zawierata nastepujace sktadniki: dNTP
(ang.: deoxynucleotides) (MBI Fermentas) o stezeniu 150 uM kazdy, 10-nukleoty-
dowy starter (Operon) o stezeniu 0,2 uM, MgCl; o stezeniu 1,9 mM, 0,4 jednostek
Taq polimerazy (Eurobio) wraz z buforem oraz 12,5 ng genomowego DNA.
Reakcje prowadzono zgodnie z nastepujacym profilem termicznym: wstepna
denaturacja w 95°C przez 30 sek.; 45 cykli: denaturacja w 95°C przez 30 sek.,
hybrydyzacja w 35°C przez 1 min., polimeryzacja w 72°C przez 2 min. 30 sek.;
koncowa polimeryzacja w 72°C przez 5 min. Produkty reakcji rozdzielano za
pomoca elektroforezy w 1,8% zelu agarozowym, wybarwiano w bromku etydyny
i obserwowano w swietle UV. Jako wzorzec wielkosci fragmentdw zastosowano
DNA faga Lambda trawione enzymami restrykcyjnymi Hindlll i EcoRI (MBI
Fermentas).

Analiza pokrewienstwa

Analizy pokrewienstwa dokonano wykorzystujac pakiet programéw PHYLIP 3.5
(Felsenstein  1993) Pokrewienstwo obliczano na podstawie polimorficznych
prazkow uzyskanych w reakcjach PCR-RAPD. Badano w ten spos6b cztery
wymienione wyzej linie rzepaku ozimego. Do analizy wykorzystano dane uzys-
kane przy uzyciu 32 starteréw, obejmujace 108 markeréw typu RAPD (tab. 1).
Odrzucono startery, ktore nie dawaty zadnych markeréw dla czterech linii oraz te,
dla ktorych dane byly niepetne. Dane wyjsciowe zostaty zapisane w postaci zero—
jedynkowej. Jedynka oznaczata wystepowanie prazka dla danej linii, zas zero jego
brak. Analiza sktadata si¢ z kilku etapéw, przy czym na kazdym z nich
wykorzystywano inny program pakietu PHYLIP:

1. Program SEQBOOT: Za pomoca tego programu przetworzono dane wyjsciowe
tak, by uzyska¢ zwielokrotnione zestawy danych (Felsenstein 1985). Utwo-
rzono 100 takich zestawoOw.

2. Program GENDIST: Programem tym obliczono dystanse genetyczne miedzy
liniami na podstawie czestosci wystepowania gendw. Program ten wyko-
rzystuje wzor do obliczania odlegtosci genetycznej zaproponowany przez
Nei (1972).

3. Program NEIGHBOR: Za pomoca tego programu, na podstawie danych
o0 dystansach genetycznych, utworzono drzewa pokrewienstwa. Wykorzystano
metode UPGMA (ang.: unweighted pair group arithmetic average clustering).
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Tabela 1

Zestawienie starterow uzytych w analizach RAPD oraz liczby uzyskanych w ten sposéb
markeréw typu RAPD — Summary of primers used for RAPD analyses and the number
of RAPD markers obtained in this way

Starter
Primer

Liczba pewnych markeréw, ktére réznicuja
Number of reliable markers that differentiate

dowolna
z badanych linii
any of studied
lines

DH-JN-86,
DH-MI-11
(GO, 00)

DH-JN-86,
DH-ER,-
13/1p
(GO, OE)

DH-IN-86,
DH-ER,-277
(GO, OE)

DH-MI-11,
DH-ER,-
13/1p
(00, OE)

DH-MI-11,
DH-ER,-277
(00, OE)

DH-ER;-
13/1p DH-
ER,-277
(OE, OE)

OPA-11*
OPA-14*
OPA-16*
OPC-02*
OPC-04*
OPC-18*
OPD-02*
OPD-08*
OPF-15*
OPG-02*
OPG-05*
OPG-11*
OPJ-07*
OPK-01*
OPL-12*
OPL-13
OPN-01*
OPP-05
OPP-07*
OPP-08*
OPV-07*
OPW-01*
OPW-02*
OPW-03
OPW-04
OPW-05*
OPW-06
OPW-07*
OPW-09*
OPW-11*
OPW-12*
OPW-15*
OPW-16*
OPW-17*
OPY-04*
OPY-10*
OPY-13*
OPY-15
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Przypadki braku danych zaznaczono myslnikiem — The ,,no data™ cases are indicated with the dash
Startery wykorzystane do analizy pokrewienstwa migdzy liniami oznaczono gwiazdka

Primers used for analysis of phylogenetic relations are marked with the asterisk
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4. Program CONSENSE: Stosujac ten program ustalono jedno wspélne drzewo
pokrewienstwa na podstawie drzew uzyskanych ze 100 réznych zestawow
danych (Margush i McMorris 1981).

Po zakonczeniu obliczen uzyskane drzewo pokrewienstwa przedstawiono
w postaci graficznej wykorzystujac program DRAWGRAM.

Wyniki

Analizy DNA czterech linii rzepaku ozimego wykonano za pomoca metody
RAPD (rys. 1 i 2). Wykorzystano 38 starteréw do RAPD firmy Operon (tab. 1).
Ogotem znaleziono 195 prazkéw polimorficznych dla badanych linii. Po odrzu-
ceniu prazkébw mniej czytelnych pozostato 116 markeréw réznicujacych przy-
najmniej jedna pare wybrana sposréd czterech testowanych linii (tab. 1). Startery
OPL-13, OPP-05 i OPW-03 nie generowaty zadnych markeréw. Maksymalna
liczbe siedmiu markeréw uzyskano wykorzystujac startery OPW-01, OPW-05
i OPW-17. Srednia liczba markeréw okreslonych jako pewne, uzyskiwanych przy
uzyciu jednego startera, wyniosta dla badanych linii 3,05 markera na starter.

Korzystajac z uzyskanych danych wykonano analize statystyczna majaca
na celu ustalenie relacji pokrewienstwa migdzy liniami rzepaku ozimego (rys. 3
i tab. 2) i poréwnano wyniki z danymi o rodowodach tych linii (rys. 4). Wykazano,
ze najblizej spokrewnione sa linie DH-ER,-13/1p i DH-ER,-277, o wysokiej
zawartosci kwasu erukowego i niskiej zawartosci glukozynolandw w nasionach.
Obliczony dystans genetyczny miedzy tymi liniami wyni6st 0,3. Jest to zgodne
z uzyskanymi danymi o ich pochodzeniu. W latach 80-tych w Zaktadzie Roslin
Oleistych w Poznaniu wykonano krzyzowanie odmiany Skrzeszowicki z rzepakiem
dwuzerowym. Nastepnie prowadzono selekcje na wysoka zawartos¢ kwasu
erukowego, po czym skrzyzowano uzyskany materiat z odmiana Bridger.
W wyniku dalszej selekcji na wysoka zawartos¢ kwasu erukowego w nasionach
powstat wspolny przodek obu badanych linii DH. Najwiekszy dystans genetyczny
wynoszacy 1,13 charakteryzuje pare linii DH-JN-86 i DH-ER,-13/1p, ktére r6znia
sie zardbwno zawartoscia glukozynolandw, jak i kwasu erukowego w nasionach.
Linie te planuje si¢ uzy¢ jako rodzicow dla otrzymania segregujacej populacji linii
DH i wykorzysta¢c w mapowaniu genomu. Linia DH-JN-86 wywodzi si¢ z zero-
erukowej odmiany Jet Neuf, ktéra powstata ze skrzyzowania odmian Primor oraz
Nain de Hamburger. Odmiana Primor powstata zas w wyniku wielokrotnego
krzyzowania wstecznego kanadyjskiej odmiany jarej Oro z francuska odmiana
Major. Przodkowie linii DH-JN-86 roznig sie wiec catkowicie od wymienionych
wczesniej przodkow linii DH-ER,-13/1p, co pozwala wyjasni¢ tak duzy dystans
genetyczny uzyskany w obliczeniach.
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Rys. 1. Analizy RAPD wyjsciowych linii rzepaku ozimego. Rozdziat produktéw reakcji PCR-RAPD
prowadzono za pomoca elektroforezy w 1,8% zelu agarozowym. Linie rzepaku oznaczone zostaty
nastepujaco: 1 - Darmor, 2 - DH-JN-86, 3 - DH-MI-11, 4 - DH-ER,-13/1p, 5 - DH-ER,-277,
6 - Yudal. Linie Darmor i Yudal umieszczono dla poréwnania. Zastosowano startery firmy Operon -
ich oznaczenia umieszczone zostaty pod zdjeciami A i B. Prazki polimorficzne oznaczono kropkami.
Wzorzec wielkosci fragmentéw - DNA faga lambda hydrolizowany enzymami restrykcyjnymi EcoRI
oraz Hindlll (w parach zasad - pz) — RAPD analyses of initial oilseed rape lines. PCR-RAPD
products were separated using 1.8% agarose gel electrophoresis. Rapeseed lines are designated as
follows: 1 - Darmor, 2 - DH-JN-86, 3 - DH-MI-11, 4 - DH-ER,-13/1p, 5 - DH-ER,-277,
6 - Yudal. Darmor and Yudal lines were used to compare it with the studied ones. Primers were
originated from Operon - their symbols are placed below photograph A and B. Molecular size marker
- phage lambda DNA digested with endonucleases EcoRI and Hindlll (in base pairs - bp)
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Rys. 2. Analizy RAPD wyjsciowych linii rzepaku ozimego. Rozdziat produktéw reakcji PCR-RAPD
prowadzono za pomoca elektroforezy w 1,8% zelu agarozowym. Linie rzepaku oznaczone zostaty
nastepujaco: 2 - DH-JN-86, 3 - DH-MI-11, 4 - DH-ER,-13/1p, 5 - DH-ER,-277. Zastosowano
startery firmy Operon - ich oznaczenia umieszczone zostaty pod zdjeciami A i B. Prazki polimor-
ficzne oznaczono kropkami. Wzorzec wielkosci fragmentdw - DNA faga lambda hydrolizowany
enzymami restrykcyjnymi EcoRI oraz Hindlll (w parach zasad - pz) — RAPD analyses of initial
oilseed rape lines. PCR-RAPD products were separated using 1.8% agarose gel electrophoresis.
Rapeseed lines are designated as follows: 2 - DH-IJN-86, 3 - DH-MI-11, 4 - DH-ER,-13/1p,
5 - DH-ER,-277. Primers were originated from Operon - their symbols are placed below photograph
A and B. Molecular size marker - phage lambda DNA digested with endonucleases EcoRI and HindllI
(in base pairs - bp)
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DH-JN-86

DH-MI-11

DH-ER,-277

DH-ER,-13/1p

Rys. 3. Relacje pokrewienstwa miedzy
badanymi liniami ustalone przy pomocy
pakietu PHYLIP (programy SEQBOOT,
GENDIST, NEIGHBOR i CONSENSE),
na podstawie danych uzyskanych z analiz
RAPD. Kladogram zostat utworzony
metoda UPGMA —  Phylogenetic
relations among studied lines established
with the wuse of PHYLIP package
(SEQBOOT, GENDIST, NEIGHBOR and
CONSENSE programs), on the basis
of RAPD analyses data. Cladogram is
based on UPGMA cluster analysis

Tabela 2

Odlegtosci genetyczne migdzy badanymi liniami, wyliczone metoda opracowana przez Nei,
przy pomocy programu GENDIST z pakietu PHYLIP, oraz ich poréwnanie ze $rednia
liczba markeréw uzyskiwanych z jednego startera — Nei’s genetic distances between each
pair of lines counted with the GENDIST program of PHYLIP package and the comparison
with the mean number of markers obtained from one primer

Para linii rodzicielskich rzepaku
Pair of rapeseed parental lines

DH-ER,-13/1p i DH-ER,-277 (OE i OE)
DH-JN-86 i DH-MI-11 (GO i 00)
DH-MI-11 i DH-ER,-277 (00 i OE)
DH-JN-86 i DH-ER,-277 (GO i OE)
DH-MI-11 i DH-ER;-13/1p (00 i OE)

DH-JN-86 i DH-ER,-13/1p (GO i OE)

Srednia ilos¢ markeréw
Dystans genetyczny na jeden starter
Genetic distance Mean number of markers
per one primer
0,3001 0,86
0,7309 1,57
0,9209 1,84
1,0712 2,08
1,0712 2,09
1,1268 2,09
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Rys. 4. Uproszczony schemat rodowoddw badanych linii DH — Simplified scheme of pedigrees of studied DH lines
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Sredni stopien pokrewienstwa wykazata para linii DH-JN-86 i DH-MI-11,
ktdre roznia si¢ poziomem glukozynolandw zawartych w nasionach i zostaty
skrzyzowane w celu uzyskania segregujacej populacji F, do mapowania. Dystans
genetyczny miedzy tymi liniami wynosit tylko 0,73. Ta nizsza wartos¢ moze
wynika¢ z tego ze w rodowodzie obu linii znajduje sie wspllny przodek —
odmiana Jet Neuf. Linia DH-MI-11 wywodzi si¢ bowiem z linii dwuzerowej, do
ktorej na pewnym etapie selekcji w formie rodzicielskiej matecznej zostata
wkrzyzowana odmiana Jet Neuf. Wyzsze wartosci odlegtosci genetycznej
otrzymano poréwnujac dwie linie o wysokiej zawartosci kwasu erukowego
w nasionach z dwoma pozostatymi liniami (tab. 2). Dwie sposrdd utworzonych
w ten spos6b par wykazuja réznice jedynie w zawartosci kwasu erukowego,
a dystans genetyczny wyniést dla nich 1,07 i 0,92. Jedna para (DH-JN-86
i DH-ER,-277) rozni si¢ natomiast zaréwno poziomem kwasu erukowego i gluko-
zynolanéw — jednak dystans genetyczny jest dla niej mniejszy od maksymalnego
i wynosi tylko 1,07. Mozna stwierdzi¢, ze relacje pokrewienstwa ocenione na
podstawie uzyskanych markerdw odpowiadaja rzeczywistym relacjom migdzy
badanymi liniami. Im blizszy byt wspélny przodek tym mniejsze byty wyliczane
odlegtosci genetyczne.

Dla poszczeg6lnych par linii rodzicielskich wykonano tez zestawienie liczby
wykrytych markeréw molekularnych typu RAPD (tab. 1). Dla dwdch par, ktore
brane sa pod uwage jako potencjalne pary rodzicielskie do mapowania genomu
rzepaku, znaleziono 58 (linie DH-JN-86 i DH-MI-11) oraz 73 (linie DH-JN-86
i DH-ER,-13/1p) markery roznicujace (w tabelach 1 i 2 pary te wyr6zniono przez
wyttuszczenie odpowiedniej kolumny lub wiersza). Interesujacym parametrem,
charakteryzujacym przydatno$¢ danej pary do mapowania, jest srednia liczba
markeréw uzyskanych z jednego startera. Dla wyzej wymienionych par liczby te
wynosza odpowiednio 1,57 i 2,09. Wartosci te sa u wszystkich badanych par silnie
skorelowane z wyliczonymi dla nich dystansami genetycznymi (r = +0,9972), przy
czym jest to raczej zaleznos¢ logarytmiczna niz liniowa — dla par mniej
spokrewnionych, mimo obserwowanych roznic w dystansie genetycznym, réznice
w wydajnosci pozyskiwania markeréw nie sa az tak znaczne (tab. 2).

Dyskusja

Maksymalna wydajnos¢ pozyskiwania markeréw rdznicujacych pare linii
rzepaku wyniosta 2,09 markera na starter (tab. 1 i 2). Wartos¢ ta zostata wyliczona
na podstawie wszystkich uzyskanych danych i odpowiada wydajnosci jaka
uzyskano w przeprowadzonych wstepnych analizach linii rodzicielskich. Jest to
wartos¢ dos¢ niska jezeli wezmiemy pod uwagg, ze do wykonania mapy
genetycznej potrzebne jest zbadanie przynajmniej 100 osobnikéw z danej
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populacji. W zwiazku z tym dokonano analizy uzyskiwanych wydajnosci przy
selektywnym wyborze stosowanych starteréw. Jako kryterium wyboru (N)
zastosowano liczby markeréw typu RAPD uzyskanych dla danej pary przy uzyciu
danego startera (tab. 1). Okreslono liczby starterow (S) i markerow (M) dla
odpowiednich wartosci kryterium (N). Starter byt akceptowany gdy liczba
generowanych przez niego markeréw byta >N. Nastepnie wyliczono parametry
%My, Ms, S100, RS100 i AN1go/100 Zg0dnie z nastepujacymi wzorami:

% My = (MMAX' M) / Muax x 100%:;
Ms = M/S;

SlOO =100xS/ M;

RS100 = S100 % Smax/ S;

ANi00/100 = (100 x S100) + (2 x RS10),

gdzie Syax i Myax to liczby starteréw i markeréw dla kryterium N=0.

Uzyskane wyniki (tab. 3) wskazuja, ze korzystajac ze wstepnej analizy linii
rodzicielskich mozna znacznie zwickszy¢ wydajnos¢ tworzenia mapy genetycznej
na etapie badania populacji segregujacej. Korzystne jest wybranie do analizy
populacji tylko tych starteréw, ktore pozwalaja wyrdzni¢ dla danej pary
przynajmniej cztery markery. Dla takiego kryterium wyboru uzyskano najnizsza
wartos¢ parametru  ANigonoo, Ktory okresla liczbe analiz niezbednych do
zmapowania 100 markeréw na populacji segregujacej ztozonej ze 100 osobnikdw.
Parametr ten stanowi wypadkowa dwoch innych parametrow: S;oo — ktory okresla
liczbe starterow uzywanych na etapie badania populacji segregujacej do
zmapowania 100 markeréw (w tym przypadku zaktada sie, ze populacja ta bedzie
ztozona z 100 osobnikow); startery sa selekcjonowane sposrod tych, ktore uzyto
we wstepnej analizie linii rodzicielskich; RS1go — ktdry okresla wyjsciowa liczbe
losowo wybranych starteréw, ktéra zapewni odpowiednia liczbe starteréw
spetniajacych kryterium selekcji i pozwoli w ten sposéb na zmapowanie
100 markeréw; taka liczba starterdw musi zosta¢ uzyta w czasie wstepnej analizy
dwach linii rodzicielskich.

Oszczedno$é analiz, ktore nalezy wykona¢ pochodzi stad, ze sa tylko dwie
linie rodzicielskie oraz az 100 egzemplarzy do przebadania w populacji
segregujacej. Selekcja starterdw pozwala na zastosowanie mniejszej ich liczby do
badania duzej populacji. W zwiazku z tym wraz ze wzrastajacym poziomem
selekcji starterbw ogdlna liczba analiz maleje. Dopiero bardzo wysoki poziom
selekcji powoduje, ze parametr ANjgo100 PONOWNIE zaczyna rosnac¢ (tab. 3). Wiaze
sie to z koniecznoscia wykonania zbyt wielu analiz wstepnych by znalez¢
odpowiednia liczbe starterdw spetniajacych warunki kryterium N.



Tabela 3
Analiza uzyskiwanych wydajnosci pozyskiwania markeréw przy selektywnym wyborze stosowanych starteréw dla par linii DH-JN-86
i DH-ER,-13/1p (A) oraz linii DH-IJN-86 i DH-MI-11 (B) — Analysis of effectiveness in gathering of markers with the use
of selected primers for the pair of DH-JN-86 and DH-ER,-13/1p (A) and the pair of DH-JN-86 and DH-MI-11 (B) rapeseed lines

A — DH-JN-86 i DH-ER,-13/1p

Minimalna akceptowana liczba markeréw generowanych przez starter 0 1 2 3 4 5
— kryterium wyboru starteréw (N) — Minimum number of collected markers
obtained from one primer — the primer selection criterion (N)

Ogotem liczba starteréw odpowiadajacych kryterium (S) 35 30 18 13 10 2
Total of primers that fulfil the criterion (S)

Ogotem liczba markeréw generowanych przez wyselekcjonowane startery (M) 73 73 61 51 42 10
Total of markers that were obtained from the selected primers (M)

Procent markeréw odrzuconych w wyniku selekcji starteréw (% My) 0,00 0,00 16,44 30,14 42,47 86,30
Percent of markers that were discarded because of the primers selection (% My)

Srednia markeréw na jeden starter (Ms) — Mean of markers per one primer (M) 2,09 2,43 3,39 3,92 4,20 5,00

Liczba wyselekcjonowanych starteréw niezbgdnych do uzyskania 100 markerdw 47,95 41,10 29,51 25,49 23,81 20,00
Number of selected primers needed to obtain 100 markers (Siqo)

Ogolna liczba starteréw jakie trzeba wstgpnie przebadaé aby stosujac tylko 47,95 47,95 57,38 68,63 83,34 350,00
wyselekcjonowane startery uzyska¢ 100 markeréw (RS;qq)

Total number of primers that must be investigated to obtain 100 markers
with the use of selected primers only (RS;qo)

Ogodlna liczba analiz potrzebnych do zmapowania 100 markeréw przy 4891 4206 3066 2686 2548 2700
wykorzystaniu populacji 0 wielkosci 100 osobnikdw (AN1gg/100)
Total number of analyses that must be done to have

100 markers mapped with the use of 100 individuals (AN1go/100)




tabela 3 c.d.
B — DH-JN-86 i DH-MI-11

Minimalna akceptowana liczba markeréw generowanych przez starter 0 1 2 3 4 5
— kryterium wyboru starteréw (N) — Minimum number of collected markers
obtained from one primer0150 - the primer selection criterion (N)

Ogotem liczba starterow odpowiadajacych kryterium (S) 37 31 13 8 4 1
Total of primers that fulfil the criterion (S)

Ogotem liczba markeréw generowanych przez wyselekcjonowane startery (M) 58 58 40 30 18 6
Total of markers that were obtained from the selected primers (M)

Procent markeréw odrzuconych w wyniku selekcji starterow (% My) 0,00 0,00 31,03 48,28 68,97 89,66
Percent of markers that were discarded because of the primers selection (%My)

Srednia markeréw na jeden starter (Ms) 1,57 1,87 3,08 3,75 4,50 6,00

Mean of markers per one primer (Ms)

Liczba wyselekcjonowanych starterow niezbednych do uzyskania 100 markeréw | 63,79 53,45 32,50 26,67 22,22 16,67
Number of selected primers needed to obtain 100 markers (Siq0)

Ogolna liczba starter6w jakie trzeba wstepnie przebada¢, aby stosujac tylko 63,79 63,79 92,50 123,35 | 205,54 | 616,79
wyselekcjonowane startery uzyska¢ 100 markeréw (RS;qo)

Total number of primers that must be investigated to obtain 100 markers
with the use of selected primers only (RS;q0)

Ogélna liczba analiz potrzebnych do zmapowania 100 markeréw 6507 5473 3435 2914 2633 2901
przy wykorzystaniu populacji o wielkosci 100 osobnikéw (AN1go/100)
Total number of analyses that must be done to have

100 markers mapped with the use of 100 individuals (AN1og/100)
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Dla pary linii DH-JN-86 i DH-ER»-13/1p, zaplanowana w ten sposéb ogélna
liczba indywidualnych analiz, przy optymalnym wariancie selekcji starteréw,
powinna wynies¢ okoto 2570. Z tego 168 analiz (z uzyciem 84 roznych starterow)
powinno by¢ wykonanych na dwoch liniach rodzicielskich, z wydajnoscia 2,09
markera na starter. Liczba znalezionych markerow powinna wynies¢ okoto 175.
W wyniku selekcji starteréw nalezy wybra¢ 24, ktore spetniaja warunek i generuja
4 lub wiecej marker6w. Stosujac te startery nalezy przebada¢ populacje 100 osob-
nikéw, wykonujac w ten sposéb kolejne 2400 analiz, z wydajnoscia 4,20 markera na
starter. Liczba zmapowanych w ten sposéb markeréw powinna wynies¢ okoto 100.

Obliczona wydajnos¢ pozyskiwania markeréw oraz liczba potrzebnych do
wykonania analiz wydaja si¢ pozwala¢ na uzyskanie odpowiedniej mapy, w moz-
liwym do zaakceptowania czasie. Dotyczy to zwilaszcza pary linii DH-JN-86
i DH-ER,-13/1p, o wigkszym dystansie genetycznym oraz sredniej liczbie marke-
row uzyskanych z jednego startera. Warto zauwazy¢, ze dla pary linii DH-JN-86
i DH-MI-11, charakteryzujacej si¢ duzo wiekszym pokrewienstwem i nizsza
wydajnoscia pozyskiwania markeréw, odpowiednia selekcja starterow po etapie
wstgpnym pozwala zredukowa¢ liczbg koniecznych analiz do poziomu podobnego
jak dla pary mniej spokrewnionej (tab. 3). Wymagane jest jedynie bardziej inten-
sywne poszukiwanie starteréw na etapie wstepnym (nalezy uzy¢ ponad 200 star-
terow i wykona¢ ponad 400 analiz). Poniewaz etap wstgpny stanowi zawsze
mniejsza czes¢ ogOtu analiz, procentowy wzrost naktadéw nie jest zbyt duzy,
co pozwala uzyska¢c mape o podobnym nasyceniu takze dla pary bardziej
spokrewnionej.

Zatozona w obliczeniach liczba 100 zmapowanych markerdw, a takze popu-
lacja segregujaca ztozona ze 100 osobnikdéw, stanowia absolutne minimum. Mapa
genetyczna ztozona ze 100 markerdéw, zawierajaca 19 grup sprzezen, pozwala
uzyska¢ srednio 5 markeréw na jedna grupg sprzezen. Nie jest to wiele, jednak
przy zatozeniu, ze znaczna cze$¢ markerow bedzie odpowiada¢ markerom na
istniejacych juz mapach — takie nasycenie markerami pozwoli przynajmniej
zorientowac ta mapg wzgledem pozostatych (Foisset i in. 1996). Oczywiscie nic
nie stoi na przeszkodzie by wykona¢ dalsze analizy w celu znalezienia kolejnych
markerow i petniejszego nasycenia tworzonej mapy.

Nalezy doda¢, ze ostateczna liczba markerdw umieszczonych na mapie moze
okaza¢ sie nizsza od liczby markerow uzyskanych w badaniach wstepnych.
W przypadku markeréw typu RAPD moga wystapi¢ problemy z powtarzalnoscia.
Niektore prazki moga tez okaza¢ sie nieczytelne przy badaniu populacji segre-
gujacej. Aby zachowa¢ powtarzalnos¢ oraz unikna¢ artefaktéw nalezy bra¢ pod
uwage tylko prazki o odpowiedniej intensywnosci. Prazki mato wyrazne oraz takie,
ktére wykazuja duza zmienno$¢ intensywnosci w badanej populacji musza zostac¢
odrzucone, gdyz nie stanowia one wiarygodnych markeréw, co zostato wykazane
w licznych weczesniejszych pracach (Penner i in. 1993; Ellsworth i in. 1993;
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Bielawski i in. 1995; Khandka i in. 1997; Perez i in. 1998). Dla pewnych markeréw
moga tez wystapi¢ zaburzenia segregacji utrudniajace interpretacje wynikow.
Sytuacja taka moze wystapi¢c w przypadku, gdy do mapowania wykorzystana
zostanie populacja linii DH. Podczas procesu androgenezy in vitro (Nateczynska
i Cegielska 1984; Nateczynska 1991; Chen i in. 1994; Cegielska-Taras i in. 1999)
dokonuje sie w tej populacji selekcja roslin, co w praktyce objawia si¢ odchy-
leniami od prawidtowej segregacji mendlowskiej dla markeréw w niekt6rych
rejonach genomu — markery takie beda musiaty zosta¢ odrzucone przed ostatecz-
nym opracowaniem mapy genetycznej lub tez trzeba bgdzie zastosowac dodatkowe
obliczenia dla uzyskania prawidtowych wynikéw (Cloutier 1994; Foisset i in.
1996). Populacja F,, chociaz wymaga wickszej liczby osobnikéw do uzyskania tej
samej precyzji co populacja linii DH dla markerow o charakterze dominujacym,
wolna jest od wspomnianych wyzej zaburzen spowodowanych niepozadana
selekcja (Cloutier i in. 1995).

Wskazane jest takze aby ustali¢ wielkos¢ badanej populacji w zaleznosci od
sposobu dziedziczenia cech chemicznych — pozwoli to na uchwycenie pelnego
spektrum zmiennosci badanych cech. Na podstawie obserwowanych stosunkéw
segregacji w populacji F, stwierdzono, ze poziom kwasu erukowego w nasionach
rzepaku jest zalezny od dwoch par genéw. W zwiazku z tym liczebnosé roslin
w klasach o najnizszym oraz najwyzszym poziomie kwasu erukowego wynosi
1/16 populacji F, oraz 1/4 populacji linii DH (Harvey i Downey 1964; Krzymanski
i Downey 1969; Krzymanski 1970a). W populacji ztozonej ze 100 osobnikdw
mozna wyrézni¢ wszystkie istniejace klasy roslin — réwniez te, ktore charakte-
ryzuja si¢ wartosciami skrajnymi dla tej cechy. Nie jest wiec potrzebne
zwiekszanie badanej populacji ze wzgledu na ceche poziomu kwasu erukowego
w nasionach. Sa jednak cechy chemiczne uwarunkowane wspolnym dziataniem
wigkszej ilosci genow. Przyktadem jest cecha poziomu glukozynolanéw w nasio-
nach rzepaku. Na podstawie rozktadéw czestotliwosci ilustrujacych segregacje tej
cechy w pokoleniu F, ocenia si¢, ze ma ona charakter ilosciowy. Dodatkowo
obliczone wartosci wariancji wskazuja, ze cecha ta jest warunkowana przez
nieduza liczbe gendw, zas nowsze badania dowodza, iz sa to przynajmniej cztery
pary genow. Przy takim zatozeniu liczebnosé¢ roslin w klasach o minimalnym
i maksymalnym poziomie glukozynolanéw moze stanowi¢ jedynie 1/256 populacji
F, oraz 1/64 populacji linii DH (Krzymanski 1970a; 1970b; Kondra i Stefansson
1970; Magrath i in. 1993; Ricker i Rdbbelen 1994; Krzymanski i in. 1999).
Wynika z tego, ze populacja F, ztozona ze 100 osobnikdw nie jest wystarczajaco
liczna, aby uchwyci¢ wszystkie istniejace grupy segregujacych roslin. Tym samym
aby uwzgledni¢ wptyw wszystkich czterech genéw, liczebnos¢ badanej populacji
F, powinna wynosi¢ przynajmniej 256 osobnikow. Zastrzezenie to nie dotyczy
populacji linii DH. W zwiazku z tym, ze wszystkie rosliny w takiej populacji sa
homozygotyczne, liczba istniejacych klas jest mniejsza. Liczba roslin w klasach
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charakteryzujacych si¢ wartosciami skrajnymi dla danej cechy stanowi 1/64 bada-
nej populacji i jest wieksza niz w przypadku populacji F,. Mozna wiec wyrdznic¢
wszystkie istniejace klasy roslin juz w populacji ztozonej ze 100 osobnikow.

Whioski

Metoda RAPD pozwala uzyskaé¢ polimorficzne prazki, ktore réznicuja badane
linie rzepaku ozimego.

Analiza pokrewienstwa wykonana na podstawie uzyskanych markeréw jest
zgodna z danymi o rodowodach badanych linii.

Testowane linie rzepaku ozimego moga postuzy¢ do stworzenia populacji
segregujacej, ktora bedzie wykorzystywana do opracowania mapy gene-
tycznej.

Wstepna analiza linii rodzicielskich w celu selektywnego wyboru starterow
do badania populacji segregujacej moze znacznie zwiekszy¢ wydajnosé
tworzenia mapy genetycznej.

Intensywne poszukiwanie starteréw na etapie wstepnym wraz z p6zniejsza ich
selekcja, pozwala na wykorzystanie do mapowania takze blizej spokrew-
nionych par linii rodzicielskich.

Okreslono, ze nalezy zmapowaé¢ przynajmniej 100 markeréw w oparciu
0 populacje segregujaca ztozona ze 100 osobnikdw.

Przy powyzszych zatozeniach optymalna jest selekcja do analiz populacji
segregujacej tylko tych starteréw, ktére na etapie wstepnym generowaty
przynajmniej cztery markery.

W przypadku mapowania cechy ilosciowej jaka jest zawartos¢ glukozy-
nolanéw w nasionach, niezbedne jest zwigkszenie segregujacej populacji F,
do 256 osobnikdw, aby uchwyci¢ wptyw wszystkich genéw
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