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Application of molecular markers in vegetable crops breeding
Summary

Molecular markers have been introduced to breeding programmes of vege-
tables in recent years in Poland. Research done at Dept, of Genetics, Plant Breed-
ing and Seed Science, Agricultural University of Krakow allowed to implement
molecular techniques useful in marker assisted selection, assessment of genetic
purity of breeding lines and hybrids, and estimation of genetic similarity between
breeding materials.
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1. Wstep

Markery molekularne sg coraz czeSciej wykorzystywane
w hodowli roslin do selekcji pozadanych form, oceny wyréwna-
nia materiatdbw hodowlanych i ich stopnia homozygotycznosci,
potwierdzenia skutecznosci prowadzonych krzyzowan oraz oce-
ny czystosci nasion mieszancowych. Ich wykorzystanie jest uza-
leznione od stawianego celu i wiasciwie dobranego typu marke-
ra (1). Pomimo duzej liczby dostepnych technik molekularnych,
ktére pozwalajg na otrzymanie potencjalnych markerow (2), jak
dotad, tylko kilka z nich znalazto zastosowanie w praktyce. Obec-
nie najczesciej wykorzystuje sie markery biatkowe w tym izoen-
zymatyczne oraz markery DNA otrzymywane metodami RFLP,
RAPD, AFLP (3) i SSR (4). Praktyczne wykorzystanie tych marke-
réw wiaze sie z koniecznoscia prowadzenia kosztownych badan
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w celu optymalizacji metodyk analiz dla poszczegélnych gatunkow oraz identyfika-
cji sprzezeh potencjalnych markeréw z pozadanymi cechami.

W Katedrze Genetyki, Hodowli i Nasiennictwa Akademii Rolniczej w Krakowie
od kilku lat prowadzone sg prace nad wykorzystaniem markeréw izoenzymatycz-
nych i DNA w hodowli roslin warzywnych. Dotychczasowe badania obejmowaty:
a) wdrozenie do hodowli pomidora znanego z literatury markera Rex-1 sprzezonego
z odpornoscia na nicienie, b) opracowanie metodyki analizy locus Pgi-2 w celu cha-
rakteryzacji materiatdw hodowlanych kapusty oraz c¢) opracowanie metodyki wyko-
rzystania markerow RAPD i AFLP do oceny podobiehstwa genetycznego materiatéw
hodowlanych marchwi.

2. Selekcja w oparciu na markerach molekularnych

Prowadzone badania miaty na celu wdrozenie do hodowli pomidora markera
Rex-1, opracowanego przez Williamson i in. (5), sprzezonego z genem Mi warun-
kujacym odpornos¢ na nicienie. Rownolegle z badaniami molekularnymi, rosliny
poddawano biologicznemu testowaniu na odpornos¢. Wzorcem odpornosci byty ro-
$liny Lycopersicon peruvianum, a wrazliwosci odmiana uprawna Moneymaker (L escu-
lentum). W prowadzonym tescie glebowym u wszystkich roslin L peruvianum zaob-
serwowano brak objawdw porazenia, a u odmiany Moneymaker catkowite poraze-
nie korzeni przez szkodniki. Wszystkie rosliny L. peruvianum byty homozygotyczne
pod wzgledem allelu Rex-1P, natomiast allel Rex-1* wskazujacy na brak odpornosci
wystgpit u roslin odmiany Moneymaker. U wszystkich badanych obiektéw hodowla-
nych stwierdzono obecnosc¢ allelu Rex-IP bedacego markerem genu odpornosci Mi.
Natomiast wyniki testu glebowego wskazywaty na brak odpornosci w tych obiek-
tach. Wiadomo, ze reakcja roslin zalezy od temperatury w czasie ich wzrostu w za-
infekowanej glebie. W temperaturze powyzej 27°C nastepuje zatamanie odpornosci
warunkowanej genem Mi. Dochodzi wtedy do porazenia zaréwno roslin wrazliwych,
jak i odpornych. W warunkach szklarniowych, w jakich prowadzi sie test, nie ma
mozliwosci kontroli temperatury. Tak zatem analiza molekularna jest bardziej przy-
datna dla selekcji roslin zawierajgcych gen Mi, zwiaszcza w pokoleniach segre-

gujacych.

3. Ocena wyrdwnania genetycznego

Materiaty hodowlane kapusty glowiastej biatej (Brassica oleracea var. capitata)
byty oceniane pod wzgledem wystepowania wariantéw allozymatycznych izomerazy
glukozo-6-fosforanowej (PG1,EC5.3.1.9). Rozdziat elektroforetyczny prowadzono na
ptytkach z octanu celulozy, a jego produkty barwiono wedtug zmodyfikowanej
metodyki Heberta i Beatona (6). Analizami prowadzonymi od 1997 r. objeto ponad
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10 000 roslin z linii hodowlanych oraz mieszafncow dwu- i trojliniowych. W bada-
nych materiatach zidentyfikowano trzy allele Pgi-2. Ocena ok. 20-50 ro$lin danej linii
pozwalata na okreslenie, ktéry allel Pgi-2 wystepuje w roslinach, czy badane rosliny
sg homo- czy heterozygotyczne pod wzgledem badanego locus oraz czy badana li-
nia jest wyrownana. Pozwala to na eliminowanie tych roslin, ktére odbiegajg fenoty-
pem Pgi-2 od wiekszosci roslin badanej linii. U kapusty nasiona odmian mieszanco-
wych produkowane sg na podstawie zjawiska samoniezgodnosci. Czesto jednak do-
chodzi do przepylenia w obrebie formy matecznej w wyniku zatamania sie tego sys-
temu, co prowadzi do zamieszania partii nasion mieszaficowych, jezeli linie rodzi-
cielskie réznig sie allelami Pgi-2, to analiza tego locus u minimum 100 roslin w obre-
bie kazdego mieszanca pozwala na sprawdzenie ich mieszaricowego pochodzenia.
Mozliwe jest w ten sposéb oszacowanie ewentualnego stopnia zamieszania nasion
mieszancowych.

4. Ocena podobienstwa genetycznego materiatéw hodowlanych

Oceng objeto cztery zestawy linii hodowlanych (linie meskosterylne i dopetniajgce)
i trzy mieszance Fj marchwi (Daucus carota L. ssp. sativus) otrzymane na bazie tycb li-
nii. Markery RAPD i AFLP identyfikowano przy wykorzystaniu standardowych meto-
dyk, a produkty reakcji rozdzielano elektroforetycznie odpowiednio w \% zelu aga-
rozowym i 6% zelu poliakrylamidowym. Dla obu typow markeréw sporzadzono ma-
tryce dystansu genetycznego i dendrogramy ilustrujgce podobienstwo genetyczne.
W wyniku zastosowania tych technik otrzymano 47 markeréw RAPD i 88 markerow
AFLP. Obie techniki pozwolity na ocene poziomu zréznicowania genetycznego po-
miedzy badanymi materiatami hodowlanymi marchwi, ktére zostalo zobrazowane
w postaci dendrograméw. Otrzymane dendrogramy réznity sie dlugosScig rozga-
tezien, stanowiacych miare zréznicowania genetycznego, natomiast uktad obiektow
charakteryzowato duze podobienstwo odzwierciedlajgce ich rodowody (korelacje
pomiedzy matrycami podobienstwa genetycznego wynosity: Pearsona 0,71 i Spear-
mana 0,55). Linie meskosterylne zawsze znajdowaty sie razem z odpowiadajacymi
im liniami dopetniajgcymi, a mieszance zachowywaty podobny dystans do obu form
rodzicielskich. Potgczenie wynikéw uzyskanych z obu technik w postaci jednego
dendrogramu pozwolito na uzyskanie najbardziej wiarygodnego obrazu pokrewien-
stwa badanych obiektow. Wykazano tym samym mozliwo$¢ wykorzystania technik
AFLP i RAPD do oceny zrdznicowania genetycznego u marchwi.
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