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Ocena skutecznosci metody uzyskiwania
niskoglukozynolanowych linii restorujacych
dla systemu CMS ogura poprzez kultury
mikrospor rzepaku ozimego (Brassica napus L.)

Effectiveness evaluation of the method of low glucosinolate
restoring lines development for CMS ogura system

Genowo-cytoplazmatyczna meska sterylnosé
CMS ogura jest jedna z form CMS, ktdre moga
by¢ wykorzystane do tworzenia odmian mie-
szancowych rzepaku. Czynnikiem ograniczaja-
cym mozliwos¢ wykorzystania CMS ogura jest
brak niskoglukozynolanowych linii z genem
restorerem. W badaniach oceniono skutecznos¢
metody uzyskiwania linii restorujacych o nis-
kiej zawartosci glukozynolandw z zastosowa-
niem kultur mikrospor. Przebadano wartos¢
uzyskanych linii podwojonych haploidéw z al-
lelami genu restorera pod wzglgdem zawartosci
glukozynolanéw oraz ptodnosci pytku. Zawar-
tos¢ glukozynolanéw w nasionach roslin poko-
leniu A, rosnacych w warunkach polowych
okazata sie wielokrotnie nizsza od zawartosci
tych zwiazkéw w pokoleniu A; pochodzacym
ze szklarni. Wyniki te sugeruja, ze w celu wy-
prowadzenia homozygotycznych, niskogluko-
zynolanowych linii restorujacych dla CMS
ogura selekcje nalezy przeprowadzi¢ w warun-
kach polowych w pokoleniu A,.

with oilseed rape microspore cultures

Gene-cytoplasmic male sterility CMS ogura is
one of CMS types which can be used for hybrid
varieties development of oilseed rape. The
factor limiting the possibility of CMS ogura
utilization is the lack of low glucosinolate lines
with restorer gene. The possibility of low
glucosinolate restoring lines development for
CMS ogura system with microspore cultures
was investigated. Selected doubled haploid
lines were evaluated with respect to
glucosinolate content and pollen grain viability.
Glucosinolate content in A, progeny of doubled
haploid lines with restorer gene alleles selected
in the field conditions was several times lower
than in A; progeny obtained in greenhouse. The
obtained results suggest that selection of low
glucosinolate restoring lines should be done in
the field conditions on A, progeny.

Wstep

Genowo-cytoplazmatyczna meska nieptodnos¢ CMS ogura jest systemem
w petni kontrolujacym zapylenie krzyzowe u rzepaku. Wykorzystanie systemu
CMS ogura do tworzenia odmian mieszancowych zrestorowanych dotychczas byto
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niemozliwe, poniewaz bardzo trudno jest uzyska¢ linie z genem restorerem
i jednoczesnie zawierajace wymagana dla wspdtczesnych odmian rzepaku cechg
jakosciowa, niska zawartos¢ glukozynolandw (Bartkowiak-Broda 1991).

W celu uzyskania formy restorujacej do produkcji mieszancéw opartych
0 system CMS ogura w Zaktadzie Roslin Oleistych IHAR w Poznaniu podjeto
krzyzowania pomiedzy liniami rzepaku o niskiej zawartosci glukozynolanéw
i wyjsciowa linia restorujaca, heterozygotyczna pod wzgledem alleli genu
restorujacego, bezerukowa, ale o wysokiej zawartosci glukozynolanéw. Uzyskane
rekombinanty pokolenia F; poddano selekcji na obecnosé¢ genu restorera z zasto-
sowaniem markera izoenzymatycznego PGI-2 (Delourme i Eber 1992) i analizom
chemicznym na zawartos¢ glukozynolanéw w nasionach. Na podstawie uzyska-
nych wynikéw wybrano trzy genotypy z genem restorerem o obnizonej zawartosci
glukozynolandw i podjeto probe otrzymania z nich linii restorujacych o niskiej
zawartosci  glukozynolanéw poprzez wyprowadzenie linii homozygotycznych
droga kultur mikrospor.

Materialy i metody

Materiat wyjsciowy do badan stanowity trzy rekombinanty rzepaku ozimego
pokolenia F; (R7, R10, R14) pomiedzy meskonieptodnymi podwdjnie ulepszonymi
(,007), a wiec o niskiej zawartosci glukozynolanéw liniami CMS ogura oraz
restorujaca linia (R), uzyskana w ramach umowy licencyjnej pomicdzy IHAR
i INRA we Francji. Linia ta jest heterozygotyczna pod wzgledem alleli genu
restorera oraz charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscia glukozynolanéw, 60 uM/g
nasion. Pochodzenie mieszancowego pokolenia F;:

— linie CMS ogura ,,00” rosliny z genem restorerem
— R7:09386/1/95p x 0 R/6

— R10: 09420/2/95p x 0 R/2

— R14:09424/2/95p x 0 R/2

Uzyskane rekombinanty F; charakteryzowaty si¢ zawartoscia glukozyno-
lanéw: R7 — 39,8 uM/g nasion, R10 — 39,9 uM/g nasion, R14 — 32,6 uM/g
nasion (tab. 1). Z roslin tych kombinacji wyprowadzono przy wykorzystaniu
metody kultur mikrospor linie podwojonych haploidow (DH). Androgeneze
in vitro oraz regeneracje roslin przeprowadzono wedtug metody ustalonej przez
Cegielska-Taras i Szat¢ (1997). Wczesna selekcje genotypdw z genem restorerem
dokonano wykorzystujac izoenzymatyczny marker tego genu — PGI-2 (Delourme
i Eber 1992). Analizy izoenzymatyczne prowadzono wedtug metody podanej przez
Shields'a i in. (1983) oraz Vallejos'a (1983). Zawartos¢ glukozynolanéw w nasio-
nach oznaczono metoda chromatografii gazowej silolowych pochodnych gluko-
zynolanéw (Michalski i in. 1995).
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Wyniki

Z rekombinantéw pokolenia F; R7, R10, R14 wyprowadzono w sumie 201
linii podwojonych haploidéw. Wyprowadzone w szklarni w 1997 r. pokolenie A;
przebadano na obecnos¢ genu restorera we wczesnym stadium rozwoju roslin
(4-5 lisci) przy pomocy markera PGI-2. W 45 liniach DH stwierdzono obecnosé¢
tego markera. Z tych linii zebrano nasiona, w Kktérych oznaczono zawartos¢
glukozynolanéw.

Otrzymane wyniki zawartosci glukozynolanéw w pokoleniu A; sa bardzo
zr6znicowane migdzy liniami, a takze migdzy klonami i wynosza od 22,0 uM/g
nasion do 115,5 uM/g nasion przy bardzo duzych wspdtczynnikach zmiennosci dla
poszczegollnych genotypdw wyjsciowych R7, R10, R14 (tab. 1). Wiekszos¢ otrzy-
manych androgenicznych roslin (48) charakteryzowata zawarto$¢ glukozynolanéw
powyzej 60 uM/g nasion, tylko 11 roslin sposrdd trzech kombinacji wyjsciowych
odznaczato sie zawartoscia glukozynolanéw ponizej 60 puM/g nasion (tab. 2).
Uzyskano tylko jedna lini¢ DH ze stosunkowo niska zawartoscia glukozynolandéw
— 22,0 uM/g nasion.

Tabela 1
Zawartos¢ glukozynolanéw w nasionach pokolenia wyjsciowego F; oraz w liniach DH
— pokolenie A; — Glucosinolate content in starting progeny F; and DH lines-
progeny A;

Dawca Zawartos¢ glukozynolandw [uM/g nasion]

pokolenie Fy Glucosinolate content [¢M/g of seeds]
Donor Pokolenie Fy Pokolenie A; — Generation A,

generation F1 | Generation F;

srednia liczba roslin . - srednia | wsp. zm.
mean number of plants Maximum | MINIMUM |- a5 C. V.

R7 39,8 30 111,9 22,0 66,7 25,8
R 14 32,6 19 99,1 40,8 78,3 20,3
R 10 39,9 20 1155 36,9 77,0 30,1

Ze wzgledu na to, ze zawiazywanie nasion na otrzymanych roslinach poko-
lenia A; z genem restorerem byto bardzo stabe, przebadano réwniez zywotnosé
ziaren pylku tych roslin. Sredni procent zywotnosci ziaren pyiku byt zblizony
w liniach DH otrzymanych z dwaoch pierwszych kombinacji R7 i R10 i wynosit
odpowiednio 80,6% i 84,3%. Natomiast dawca mikrospor R14 okazat si¢ kombi-
nacja, z ktorej wyprowadzone linie DH charakteryzowaty si¢ nieco lepszym
srednim procentem zywotnosci ziaren pytku wynoszacym 90,0% (tab. 3).
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Tabela 2
Rozktad zawartosci glukozynolanéw w nasionach uzyskanych liniach DH
Distribution of glucosinolate content in obtained DH lines

Liczba androgenicznych roslin o zawartosci glukozynolanéw
Dawca Number of plants with glucosinolate content
Donor ] -
< 60 nM/g nasion > 60 pnM/g nasion
< 60 uM/g of seeds > 60 ©M/g of seeds
R7 7 23
R10 1 9
R14 3 16
Razem — Total 11 48
Tabela 3
Obserwacje zywotnosci ziaren pytku [%] w liniach DH
Investigations of pollen grain viability in per cent in DH lines
Dawca — Donor Minimum Maximum Srednia — Mean
R7 20,2 99,2 80,6
R10 32,2 99,3 84,3
R14 64,0 100,0 90,0

Whynikiem przeprowadzonych badan byto wyselekcjonowanie 2 linii DH
0 wysokiej zywotnosci pytku: linii R7/175 E o zywotnosci pytku wynoszacej
91,4% oraz linii R10/715C,D wykazujacej zywotnos¢ pytku 96,5%; i zawartosci
glukozynolanéw zblizonej do ich zawartosci w linii restorujacej. Z linii tych
wyprowadzono pokolenie A, w warunkach polowych w 1998 roku. Przepro-
wadzono badania zawartosci glukozynolanéw na zebranych nasionach pokolenia
A, z tych linii u ktérych zawartos¢ ta byla wielokrotnie nizsza od wynikow
uzyskanych w pokoleniu A; (tab. 4).
Tabela 4
Poréwnanie zawartosci glukozynolanéw w nasionach dwdéch linii DH w pokoleniu
A; i w pokoleniu A, — Comparison of glucosinolate content in seeds of two DH
lines in A; and A, progeny

Pokolenie A,/szkl. 97 Pokolenie A,/pole98
Numer linii DH > glukozynolanéw [uM/g nas.] | X glukozynolanéw [uM/g nas.]
Number of DH line Generation A;/greenh. 97 Generation A,/field 98
2 glucosinolates [+M/g of seeds] | ' glucosinolates [M/g of seeds]
R7/175E/96s 63,3 43
R10/715C,D/96s 51,9 6,6
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Uzyskane wyniki sugeruja, ze dla przyspieszenia selekcji niskoglukozynola-
nowych linii restorujacych nie mozna prowadzi¢ jej na pokoleniu A, ale dopiero
na pokoleniu A,. Pokolenie uzyskanych linii podwojonych haploidow A; nalezy
traktowac¢ jako pokolenie wyjsciowe do dalszej selekcji. Podobny wniosek zostat
przedstawiony przez Kott (1998) w wyniku przeprowadzonych w Kanadzie badan
nad wykorzystaniem podwojonych haploidow w hodowli rzepaku. Ponadto ze
wzgledu na selekcjonowana ceche — zawartos¢ glukozynolandw, podlegajaca
w duzej mierze modyfikujacemu wptywowi srodowiska (Bartkowiak-Broda 1983),
selekcje nalezy prowadzi¢ na nasionach otrzymanych z roslin rosnacych w warun-
kach polowych.

Sa to pierwsze wyniki, ktére wymagaja potwierdzenia poprzez przebadanie
wiekszej ilosci linii DH pokolenia A, w warunkach polowych i szklarniowych.
Jezeli wyniki dotad otrzymane zostana potwierdzone i okaze sig, ze mozna uzyskac
homozygotyczne linie z genem restorerem dla CMS ogura o bardzo niskiej
zawartosci glukozynolanéw, metoda ta moze zosta¢ wiaczona do programow
hodowli odmian mieszancowych rzepaku.
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