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DESCRIPCIÓN 

Procedimiento de producción de líneas restauradoras doble cero de Brassica napus con un buen valor agronómico. 

La invención se refiere a un procedimiento para producir líneas restauradoras doble cero de Brassica napus para 
esterilidad masculina citoplásmica Ogura (emc) que presentan una introgresión del rábano portadoras del gen 
restaurador Rfo suprimido del alelo Pgi-2 de rábano y recombinado con el gen PGI- 2 de Brassica oleracea, y que 5 
tiene un buen valor agronómico caracterizado por la fertilidad femenina, una buena tasa de transmisión de Rfo y un 
gran vigor vegetativo. La invención se refiere también a un procedimiento de formación de semillas híbridas de 
Brassica napus y su descendencia y para la utilización de marcadores para la selección. 

Las líneas restauradoras de cultivo para el sistema de esterilidad masculina citoplásmica (emc) Ogu-INRA en 
semillas de colza (Brassica napus L.) ha sido un objetivo importante durante los últimos años. El retrocruzamiento 10 
común y el cultivo genealógico fueron necesarios para mejorar su fertilidad femenina y para obtener líneas 
restauradoras doble cero. Las denominadas variedades "doble cero" son las que tienen poco ácido erúcico en el 
aceite y pocos glucosinolatos en la harina sólida que queda tras la extracción del aceite. Sin embargo, algunas 
dificultades que aún se pueden encontrar en el cultivo de estas líneas (reestructuraciones por introgresión, posible 
enlace con rasgos negativos) debido al gran tamaño de la introgresión del rábano. 15 

El objetivo en el contexto de la presente invención es el de proporcionar una nueva y mejorada línea restauradora 
doble cero con un buen valor agronómico. 

Este objetivo se consigue mediante un nuevo procedimiento de producción de una línea restauradora doble cero 
recombinada para la emc Ogu-INRA en semillas de colza. 

La presente invención se refiere a un procedimiento de producción de líneas restauradoras doble cero de Brassica 20 
napus para esterilidad masculina citoplásmica (emc) Ogura que presentan introgresión en el rábano portadoras del 
gen restaurador Rfo suprimido del alelo Pgi-2 del rábano y recombinado con el gen Pgi-2 de Brassica oleracea, y 
que tiene un buen valor agronómico caracterizado por la fertilidad femenina, una buena tasa de transmisión de Rfo y 
un gran vigor vegetativo, incluyendo dicho procedimiento las etapas siguientes: 

a)  cruzar líneas emc doble cero de Brassica napus primaveral que comprende una inserción suprimida de 25 
rábano con la línea doble cero de Drakkar primaveral para formar plantas heterocigóticas restauradas de 
Brassica napus, 

b)  irradiar antes de la meiosis las plantas heterocigóticas restauradas obtenidas en la etapa a) con radiación de 
rayos gamma, 

c)  cruzar el polen de las flores obtenido en la etapa b) con la línea Wesroona de primavera emc doble cero, 30 

d)  probar en la descendencia el vigor, la fertilidad femenina y la tasa de transmisión del gen emc, 

e)  seleccionar líneas de descendencia. 

En la presente invención, el término "línea(s)" significa una planta que es esencialmente homocigótica y que es 
reproducible por autopolinización. 

Procedimiento según la reivindicación 1, en el que la dosis de radiación en la etapa b) es 65 Gray durante 6 min. 35 

Como ilustración del procedimiento según la presente invención, la línea emc doble cero de Brassica napus 
primaveral de la etapa a) es R211. 

La R211 es una línea restauradora primaveral INRA. 

La Drakkar es una variedad francesa de primavera registrada. 

La Wesroona es una variedad australiana de primavera registrada. 40 

Según una forma de realización ventajosa del procedimiento según la presente invención, la prueba se realiza con la 
combinación de cinco marcadores seleccionados de entre PGIol, PGIUNT, PGIint, BolJon y CP418. 

La presente invención permite la obtención de líneas restauradoras doble cero de Brassica napus para Ogura emc 
que presentan una inserción Rfo suprimida del alelo Pgi-2 de rábano y recombinada con el gen Pgi-2 de Brassica 
oleracea, y que tiene un buen valor agronómico caracterizada por la fertilidad femenina, una buena tasa de 45 
transmisión de Rfo y un gran vigor vegetativo. 

Ventajosamente, las líneas restauradoras doble cero presentan una combinación única de cinco marcadores 
seleccionados de entre PGIol, PGIUNT, PGIint, BolJon y CP418. 
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La presente invención permite la formación de una ilustración, plantas híbridas de Brassica napus y de su 
descendencia obtenidas por las etapas siguientes: 

a)  proporcionar una línea restauradora producida según la reivindicación 1 y cultivada para ser homocigótica, 

b)  utilizar dicha línea restauradora en un campo de producción de híbridos como el polinizador, 

c)  utilizar plantas estériles emc en un campo de producción de híbridos como la planta de productora de 5 
semillas híbridas, y 

d)  recolectar la semilla híbrida de la planta masculina estéril. 

Las semillas de la planta Brassica obtenidas por los procedimientos según la presente invención se describen 
también en la presente memoria. 

En particular, en la presente memoria se describen las semillas de Brassica napus depositadas en NCIMB Limited, 10 
23 St Machar Drive, Aberdeen, Escocia, AB24 3RY, Reino Unido, el 4 de julio de 2003, con el número de referencia 
NCIMB41183. 

También se describe en la presente memoria la utilización de al menos cuatro marcadores PGIol, PGIint, BolJon y 
CP418, para la caracterización de líneas restauradoras recombinadas de Brassica napus para Ogura emc que 
presentan una inserción Rfo suprimida del alelo Pgi-2 de rábano y recombinada con el gen Pgi-2 de Brassica 15 
oleracea, y que tiene un buen valor agronómico caracterizado por la fertilidad femenina, una buena tasa de 
transmisión de Rfo y un alto vigor vegetativo. 

Preferentemente, la combinación es de cinco marcadores PGIol, PGIUNT, PGIint, BolJon y CP418. 

Dichos marcadores se representan en las siguientes figuras y en el listado de secuencias para la línea R2000. 

Ventajosamente, dichos marcadores son los siguientes: 20 

- El marcador PGIol que se amplía utilizando los cebadores: PGIol U y L PGIol: 

 (PGIol U: 5'TCATTTGATTGTTGCGCCTG3';  

 PGIol L: 5'TGTACATCAGACCCGGTAGAAAA3 ') 

- El marcador PGIint que se amplía utilizando los cebadores: PGIint U y PGIint L: 

 (PGIint U: 5'CAGCACTAATCTTGCGGTATG3';  25 

PGIint L: 5'CAATAACCCTAAAAGCACCTG3') 

-  El marcador PGIUNT que se amplía utilizando los cebadores: PGIol U y PGIint L: 

  (PGIol U: 5TCATTTGATTGTTGCGCCTG3';  

 PGIint L: 5'CAATAACCCTAAAAGCACCTG3') 

-  El BolJon marcador que se amplía utilizando los cebadores: BolJon U y BolJon L:  30 

  (BolJon U: 5'GATCCGATTCTTCTCCTGTTG3';  

 BolJon L: 5'GCCTACTCCTCAAATCACTCT3') 

- El marcador CP418 que se amplía utilizando los cebadores: SG129 U y L pCP418:  

  (SG129 U: cf.Giancola et al., 2003 Theor. Appl. Genet. ( en imprenta )  

 pCP418 L: 5'AATTTCTCCATCACAAGGACC3') 35 

Preferentemente, los marcadores utilizados en el procedimiento de la presente invención tienen las siguientes 
secuencias: 

 marcador PGIol R2000: 
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 marcador PGIUNT R2000: 

 

 marcador PGIint R2000: 

 

 marcador BoIJon R2000: 5 

 

 marcador CP418L R2000: 

 

En el dibujo adjunto a continuación, se utilizan las siguientes abreviaturas: 

Dra.    Drakkar 

Rel-15-1, E38, R15  R2000 

Hete, Hel, R211.Drakkar  R211 heterocigótico* Drakkar 
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Darm    Darmor 

Bol:    Brassica oleracea 

Bra, B.rap:   Brassica rapa 

GCPA18-A19, Wes, Aust:  Wesroona 

Sam, SamlPGIolSunt5  Samourai 

RRH1, ba2c   RRH1 

rav, N.WR   Brassica napus híbrida * Rábano silvestre 

- La figura 1 ilustra la irradiación con rayos gamma y la producción de F2. 

- La figura 2 ilustra semillas colocadas en 'R211' y 'R2000'. 

- La figura 3 muestra el número de semillas por vaina de diferentes líneas. 

- La figura 4 ilustra la localización del cebador PGIol en el segmento de la secuencia de PGI de la base de 
datos. En esa figura: 5 

PGIol:   - cebador PGIol U (nombrado en SGAP: BnPGIch 1 U) 

 - cebador PGIol L (nombrado en SGAP: Bn PGIch 1 L) 

PGIint: - cebador PGIint U 

 - cebador PGIint L (está fuera de la secuencia). 

- La figura 5 ilustra la electroforesis en gel del gen PGI-2 (PGIol), marcador de RCP y SG34, marcador de RCP 10 
cerca de Rfo. 

- La figura 6 ilustra el segmento Pgi-2 de ADN ampliado por RCP con cebadores PGIol. 

- La figura 7 ilustra la digestión del producto de RCP PGIol por MseI. 

En esa figura: 

Sam y Darm tienen una banda de 75 pb. 15 

Drak, R211.Dk y R2000 mostró una banda de 70pb (acrilamida al 15%). 

8 fue similar a Samourai (75 pb); la mezcla con Drakkar (70 pb) permitió la visualización de las dos bandas. 

- La figura 8 ilustra la electroforesis en gel de agarosa del marcador PGIUNT. 

En esa figura: 

La banda PGIUNT (alrededor de 980 pb) está presente en B. oleracea, B. rapa cv (siglas en inglés de: 20 
variedad cultivada) Asko, líneas mantenedoras y restauradas, excepto en 'R211'. 

No existe ampliación en el rábano ni en Arabidopsis. 

En varios genotipos de Brassica sólo se amplió una banda. Los tamaños de las bandas son similares, pero 
las secuencias son diferentes. 

- La figura 9 ilustra la electroforesis en gel del marcador PGIint de RCP. 25 

 En esta figura PGIint de la línea 7 de rábano es de aproximadamente 950 pb. Esta banda es la misma que en 
las RRH1 y R113 restauradas. No se encuentra en R211. Ninguna de las dos está en R2000. Sin embargo la 
banda PGIint es de un tamaño similar de aproximadamente 870 pb en las varias especies de Brassica, pero 
las secuencias son diferentes. 

- La figura 10 ilustra la electroforesis en gel de agarosa del marcador BolJon de RCP. 30 

- La figura 11 ilustra la electroforesis en gel de agarosa del marcador CP418. 
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 En esta figura, la banda CP418 (de aproximadamente 670 pb) es específica para el genoma de B. oleracea. 
Está presente en B. oleracea, B. napus (Samourai, Drakkar, Pactol y la R2111*Dk heterocigótica). Falta en la 
semilla de colza restaurada (RRH, R113 y R211). Está presente en la R2000 homocigótica. 

- La figura 12 ilustra en la tabla resumen de marcadores. 

- Las figuras 13 (a) y 13 (b) ilustran la alineación de la secuencia del marcador PGIol entre Arabidopsis, 5 
rábano, B. rapa, B. oleracea y R2000. 

- Las figuras 14 (a),14 (b),14 (c) y 14 (d) ilustran la alineación de la secuencia del marcador PGlint-UNT entre 
Arabidopsis, rábano, B. rapa, B. oleracea y R2000. 

- Las figuras 15 (a),15 (b) y 15 (c) ilustran la alineación de la secuencia del marcador CP418L entre 
Arabidopsis, rábano, B. rapa, B. oleracea y R2000. 10 

- Las figuras 16 y 16bis ilustran marcadores BolJon de Arabidopsis, rábano y B. rapa. Están alineados con las 
secuencias de Arabidopsis (DB AC007190fin-AC01 1000principio), las secuencias EMBH959102 final y 
EMBH448336 principio y de consenso representativas de B. oleracea de las bandas 1 y 2 de los marcadores 
SG129 en B. napus (en Drakkar y Samourai respectivamente). 

 Desde el punto de 836 pb, las secuencias AC07190-AC11000 y GCPATpBOJ ya no son íntimamente 15 
homólogas con las secuencias de Brassica. 

 Las secuencias de rábano y B. rapa (GCPconsen RSRF BOJ y BR) son aún íntimamente homólogas con la 
de B. napus, desde el punto de 858 pb a los puntos de 900 y 981 pb, respectivamente. 

 En el rábano, la única homología parcial se encuentra en la secuencia de Brassica más adelante. 

 En la especie B. rapa cv Asko, el lado izquierdo de su secuencia BolJon se puede alinear de nuevo, después 20 
de una supresión de 78 pb, con las de B. oleracea y B. rapa en B. napus desde el punto 1057 pb al cebador L 
de BolJon . 

- Las figuras 17y17bis ilustran la localización de cebadores Pgi-2 en la secuencia MJB21.12 de Arabidopsis 
thaliana. 

- La figura 18 ilustra la localización de cebadores BolJon en el gen mipsAtl62850 y área de solapamiento de los 25 
clones AC007190 y AC011000 de Arabidopsis thaliana. Se presenta la alineación con el producto de RCP 
BolJon de Arabidopsis (740 pb). 

Debe apreciarse, sin embargo, que los ejemplos son proporcionados únicamente a título ilustrativo no limitativo del 
objeto de la invención. 

Ejemplo I: Procedimiento de producción de una línea restauradora doble cero de Brassica napus para emc 30 
Ogura que presenta una introgresión de rábano, que lleva el gen restaurador Rfo suprimido del alelo Pgi-2 
de rábano y recombinado con el gen Pgi-2 de Brassica oleracea, y que tiene un buen valor agronómico 
caracterizado por la fertilidad femenina, una buena tasa de transmisión de Rfo y un gran vigor vegetativo. 

Materiales y procedimientos: 

Genotipos: La línea 'R211' con una inserción de rábano suprimida se cruzó con semillas de colza 'Drakkar' con 35 
pocos glucosinolatos (GLS) para producir una descendencia F1 ('R211*Dk'). La línea 'Wesroona' (de origen 
australiano) de emc con pocos GLS se utilizó para los cruces siguientes. Se utilizaron como controles en análisis 
moleculares: las líneas de invierno restauradas proceden de 'Samourai' que lleva la introgresión completa ('RRH1') o 
incompleta ('R113') así como la línea 7 de rábano europeo, D81 de rábano asiático restaurada, híbrido Brassica 
napus*rábano silvestre, Brassica oleracea y B. rapa cv Asko, Arabidopsis thaliana. 40 

Irradiación con rayos gamma: Plantas con floración completa se trataron con rayos gamma procedentes de una 
fuente de Co60 en un área controlada. Se aplicó una dosis subletal de 65 Gray antes de la meiosis. 

Cruzamientos de prueba y de producción de F2: Las plantas irradiadas se transfirieron a un invernadero protegido 
contra insectos después de la eliminación de brotes de florales mayores de 2 mm. La descendencia F1 irradiada se 
utilizó para polinizar manualmente la línea 'Wesroona' de emc. Las plantas derivadas de F1' restauradas se dejaron 45 
para producir familias F2 recolectadas una a una y sembradas con precisión en un ensayo de campo junto con las 
referencias no irradiados (La figura 1). 

Selección fenotípica: Se puntuaron tres criterios visuales (en una escala de 1 a 5) más de 2 años en ensayos de 
campo, en 1200 descendientes de F2 más 44 referencias (82.330 plantas citadas): 

 50 

 



7 

1 - Vigor vegetativo, 

2 - Normalidad de la proporción de plantas fértiles/estériles en la segregación de F2, y 

3 - Fertilidad femenina (desarrollo de las vainas y del conjunto de semillas). 

Se obtuvieron generaciones autopolinizadas avanzadas de las familias seleccionadas ya sea en campo o 
invernadero y se produjeron líneas homocigóticas (F4) para su posterior análisis. 5 

El análisis de isoenzimas se realizó como en Delourme R. y Eber F. 1992. Theor. Appl. Genet. 85: 222-228, 
desarrollo de marcador en Fourmann M. et al. 2002. Theor. Appl. Genet. 105:1196-1206. Los productos de RCP se 
validan mediante secuenciación. Las alineaciones se realizaron utilizando Blast Ncbi y Uk Crop Net Brassica DB y el 
programa informático INRA Toulouse de Multialin. 

Procedimiento: 10 

Se selecciona una línea hiporrestauradora homocigótica de primavera GLS, 'R211', que presenta ya supresiones en 
la introgresión (Delourme R. y Eber F. 1992. Theor. Appl. Genet 85: 222-228. Delourme R. et al. 1998. Theor. Appl. 
Genet. 97: 129-134. Delourme R. et al. 1999. 10th Int. Rapeseed Congress, Camberra). Varios marcadores 
moleculares faltan en ambos lados del Rfo, tales como spATCHIA (Fourmann M. et al. 2002. Theor Appl. Genet. 
105:1196-1206), spSG91 (Giancola S. et al. 2003 Theor. Appl. Genet. (en imprenta)). La 'R211' perdió la expresión 15 
de isoenzimas del alelo PGI-2 del gen de rábano, pero también la del alelo Pgi-2 del genoma de B. oleracea (1,2). 
Por otra parte, la 'R211' homocigótica muestra rasgos negativos vinculados tales como poco vigor y muy poca 
producción de semillas. Los autores supusieron que estas plantas carecen de un segmento cromosómico de colza. 
La proporción fértil en las descendencias F2 procedentes de este material es menor de lo esperado (64% en lugar 
del 75%). Los autores iniciaron el programa de esta línea 'R211' y trataron de forzar la recombinación entre el Rfo 20 
que lleva introgresión de esta línea suprimida y el cromosoma homólogo de colza de una línea B. napus doble cero. 

Se sabe que la radiación ionizante provoca reestructuraciones cromosómicas por las roturas de doble cadena 
seguidas de reunión anómala de los extremos. Se utilizó irradiación con rayos gamma en una F1 heterocigótica 
derivada de la línea 'R211' para provocar roturas cromosómicas, justo antes de la meiosis, para una recombinación 
de la introgresión suprimida de rábano en el genoma de colza. 25 

Resultados: 

Muy pocas familias tenían la mejor puntuación en los tres criterios de cada una de las 1200 familias F2 probadas. 

Sólo una, 'R2000', se ha demostrado que produce una proporción normal de plantas fértiles por descendencia 
autopolinizada con una regeneración estable de buenas características agronómicas tales como una buena fertilidad 
femenina, con una producción normal de semillas en comparación con 'R211' (Figs. 2 y 3). Esta familia se obtuvo a 30 
partir de un tratamiento de irradiación de 6 min a un caudal dosis de 65 Gray por hora. 

El análisis de glucosinolato confirmó su bajo contenido. 

En la figura 2 (producción de semillas en "R211" y "R2000") R2000 presentaba inflorescencias normales, con una 
arquitectura de aspecto normal. 

En la figura 3 (Número de semillas por vaina), se observa: 35 

- en las mejores familias F4 de "R2000"en autopolinización (autofecundaciones) y en cruzamientos de prueba, 

- en la línea emc de 'Pactol' en colza y referencias de 'R211'. 

Ejemplo II: Selección de marcadores en el gen Pgi-2 

Análisis de isoenzimas PGI: La descendencia de "R2000" expresó el alelo Pgi-2 de la colza de del genoma de B. 
oleracea, originalmente perdido en 'R211'. 40 

Se definieron tres marcadores de RCP para caracterizar la familia R2000 en comparación con las semillas de colza 
RRH1 y R113 restauradoras conocidas. 

1) El marcador PGIol se desarrolló a partir de las secuencias de BrassicaDB para que sean específicas para el 
genoma de Brassica. No existe ninguna ampliación en el rábano ni en Arabidopsis th., sino solamente en 
Brassica, con una banda de 248 pb. 45 

2) El marcador PGIint amplió una parte más larga del gen Pgi-2, lo que permite una clara distinción entre las 
diversas especies probadas Brassica, Raphanus y Arabidopsis. Las especies B. rapa y B. oleracea no se 
distinguían por el tamaño de la banda en gel de agarosa, sino por su secuencia PGINT en la banda. 

 



8 

3) Marcador PGIUnt, una combinación de los cebadores PGIol U y PGI int L. Este marcador tenía la 
especificidad del marcador PGIol pero ampliando una parte más larga como para PGIint. 

II.I Marcador PGIol 

Con los cebadores PGIol, la línea paterna 'R211' no presentó ampliación, mientras que las líneas de primavera 
probadas presentaron una banda de 248 pb. Su secuencia de ADN es homóloga a las secuencias de PGI-2 de la 5 
Crop Net UK DB en especies de Brassica y desde el trabajo anterior del grupo de los autores (denominadas 
secuencias SGAP) (Localización de los cebadores SG PGI chou, figura 4). 

Era ortólogo del clon MJB21-12, en el cromosoma V, (34543 pb) en Arabidopsis (NCBI DB). 

PGIol más SG34 para montar una prueba de homocigocidad: 

La utilización combinada de dos conjuntos de cebadores de en una mezcla RCP, marcando PGIol el gen Pgi-2 10 
ausente en la planta homocigoto restaurada y SG34 (de S. Giancola et al.,Giancola S. et al., 2003 Theor. Appl. 
Genet. (en imprenta)), un marcador muy cerca del gen Rfo, se creó para distinguir plantas homocigóticas de 
heterocigóticas entre las plantas fértiles que segregan en descendencias F2 derivadas de 'R211'. En lugar de utilizar 
SG34, es posible utilizar cualquier otro marcador cerca del gen CER o en el mismo. 

Sólo una familia R2000 no presentaba ninguna diferencia entre descendientes de homocigotos y heterocigotos: 15 

El gen Pgi-2 está presente en el homocigoto R2000, que no es el caso para el R211 homocigótico paterno. 

En la figura 5 (marcadores PGIol y SG34 de RCP): 

La familia"R2000" homocigótica ha restaurado la banda PGIol. 

La secuencia de ADN de la banda confirmó la homología con la secuencia Pgi-2 de Arabidopsis y Brassica 
conocida. Los genotipos de referencia (Drakkar, Pactol y Samourai, Darmor) tenían el mismo patrón en el gel. La 20 
secuencia de esta banda común permitió confirmar su gran homología ya que eran casi similares, salvo en la 
sustitución de la base. 

La familia "R2000" homocigótica ha restaurado la banda PGIol del tipo Brassica oleracea. Era distinta de la del 
restaurador conocido del grupo Samourai. 

Esta parte ampliada de la PGI-2 está muy conservada y casi no se mostraban diferencias entre los distintos 25 
genotipos. Se investigó una parte más larga del PGI-2 gen. 

II.2 Marcadores PGIUNT y PGIint 

Patrones de electroforesis de productos de RCP: 

Marcador PGIUNT: Se diseñó un segundo cebador inverso, PGIint L, corriente abajo de la secuencia Pgi-2, para 
ampliar regiones del gen tan bien conservadas y tan variables. Cuando se utiliza con el cebador PGIol U, amplía una 30 
banda de 980 pb sólo en los genomas de Brassica. R211 no mostró ninguna banda. El "R2000" homocigótico mostró 
la banda PGIUNT como en el Drakkar paterno. 

En la figura 8 (marcador PGIUNT): 

El marcador PGIint amplificó un segmento de PGIUNT. El cebador superior PGIint permite la ampliación en todas las 
especies estudiadas, lo que permite una clara distinción entre Arabidopsis, rábano y Brassica. B. rapa y B. oleracea 35 
no se distinguieron por el tamaño de la banda en gel de agarosa, sino por su secuencia PGIint. Todos los genotipos 
probados restaurados, excepto la línea 'R211', mostraban la banda de rábano europeo y una banda de Brassica, 
homóloga una de B. rapa. 

La "R2000" homocigótica no mostró la banda PGIint de rábano, como en la línea paterna 'R211' suprimida, pero 
mostró una banda de Brassica, homóloga a una de B. oleracea. 40 

La electroforesis de marcador se representa en PGIintla figura 9. 

Análisis de la secuencia: 

Comparación de las secuencias de PGI de las bases de datos. 

Se conoce un segmento de PGI de aproximadamente 490 pb. 

Las secuencias de un segmento de aproximadamente 490 pb de diferentes genotipos (B. oleracea, B. rapa, B. 45 
napus) se han estudiado en el grupo de laboratorio de los autores y se dieron algunas secuencias a Brassica Crop 
Net DB: EMAF25875 a 25788 por M. Fouramnn (4). Estas secuencias están muy conservadas.  
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Comparación de las secuencias de PGI de las especies B. rapa y B. oleracea (figuras 13 y 14): 

La comparación entre las secuencias de PGI que se ha obtenido de los genotipos probados de las especies B. 
oleracea y B. rapa, demostró que eran distintos por sustituciones de 21 bases. Estas sustituciones permitieron 
distinguir secuencias PGIint de los otros genotipos probados de colza, homólogos a B. rapa cv Asko (RRH1 y R113) 
o B. oleracea (Drakkar, R211*DK pero también R2000). 5 

Ejemplo III: Selección de marcador en una región cerca de Rfo 

Se determinaron los marcadores que rodean el gen Rfo en la inserción de rábano con objeto de facilitar la clonación 
del gen Rfo (Desloires S. et al., 2003 EMBO reports 4, 6:588-594). Uno de estos, el marcador SG129 de RCP se 
situó muy cerca de Rfo (Giancola S. et al., 2003 Theor. Appl. Genet. (en imprenta)): se coampliaron distintas bandas 
en genomas de B. oleracea y B. rapa de B. napus, pero la banda de rábano resultaba difícilmente visible en un gel 10 
de agarosa. 

La secuencia diana SG129 era ortóloga de un clon (AC011OOO, en el locus F16P17) en Arabidopsis thaliana. Este 
clon se superpuso a un clon cóntigo adyacente a Arabidopsis (AC07190). 

A partir de Brassica Crop Net DB, se descubrió un clon de B. oleracea, (EMBH448336, 764 pb) que arremete contra 
el comienzo de la A011000, y un segundo clon de B. oleracea (EMBH53971), distante de aproximadamente 300 pb 15 
en la cartografía de Arabidopsis , que arremete contra el fin de AC07190. 

Se diseñó un nuevo marcador de RCP, BolJon, entre los dos clones de B. oleracea. Se verificó que permitía la 
ampliación de bandas específicas de RCP en los diferentes genotipos comparados en la presente memoria. 

En la figura 16 (Gel de electroforesis de los productos de RCP BolJon): 

- En Arabidopsis, se amplió una banda BolJon de 815 pb, homóloga al segmento de solapamiento de los 20 
cóntigos. 

- En las especies diploides de Brassica, el marcador BolJon presentaba distintas bandas: una de 950 pb en B. 
oleracea y otra de 870 pb en B. rapa. Se demostró que los dos clones de B. oleracea (EMBH53971 y 
EMBH448336) están en continuidad de secuencia en el genoma de Brassica como lo está para las 
secuencias ortólogas en Arabidopsis. 25 

- En B. napus, estas dos bandas se coamplían en las líneas mantenedoras, Samourai o Drakkar. 

- En la línea 7 de rábano, se amplió una banda BolJon de aproximadamente 630 pb de longitud. La banda de 
la emcRd81 de rábano restaurado fue ligeramente menor. 

- En todas las líneas de colza restauradas, una de las bandas BolJon era del mismo tamaño que la línea 7 de 
rábano. El BolJon es un marcador de la introgresión de rábano. 30 

- Las líneas homocigóticas de colza restauradas, 'RRH1', 'R113' y también 'R211', sólo presentaban la banda 
de B. rapa y la banda de rábano de 630 pb pb lo que sugiere que la ortóloga de B. oleracea del gen diana 
falta o ha sido modificada cuando el segmento en el rábano de cromosoma se insertó en el genoma 
constitutivo de B. oleracea de colza. 

- Plantas de homocigotos "R2000" presentaban BolJon para RCP en rábano, además las dos bandas de 35 
BolJon en Brassica, que han restaurado de nuevo la de B. oleracea, perdida en 'R211' y otras líneas 
restauradoras. 

- Los autores diseñaron un cebador, pCP418L, específico del genoma de B. oleracea en la especie estudiada. 
Con el cebador SG129U se amplió solamente una sola banda de RCP (670 pb) en la especie B.coleracea 
(figura 17). 40 

- No se produjo ampliación en B. rapa, en el rábano, ni en Arabidopsis, pero no existía una banda CP418 clara 
en líneas mantenedoras de B. napus. Su secuencia era estrictamente homóloga a la secuencia 
EMBH448336. Este marcador estaba en una secuencia de ADN muy conservada que no permite no 
polimorfismo entre genotipos, excepto por presencia / ausencia. 

- En RRH1, R113 y en R211 no había banda CP418, lo que indica como anteriormente que el ortólogo de 45 
B.oleracea del gen diana falta o ha sido modificado después de la inserción de rábano. 

- Plantas con homocigotos 'R2000' presentaban la banda CP418, que ha restaurado de nuevo la específica de 
B. oleracea. 

 



10 

En la presente invención, una nueva línea hiporrestauradora recombinada en GLS se ha seleccionado con una 
buena fertilidad femenina. El valor pequeño de la línea 'R211' permitió la selección en el campo de un caso de 
recombinación rara y caracterización de la familia "R2000". 

La 'R2000' homocigótica presenta una combinación única de los marcadores PGIol, PGIUNT, PGIint y BolJon 
cuando se compara con el restaurador de colza ya analizado: el marcador PGIinT demostró que las líneas 5 
homocigóticas de colza restauradas, RRH1 y R113 presentaban la banda de rábano europeo más una banda de 
Brassica, homóloga al genoma de B. rapa. La 'R2000' no presenta ninguna banda de rábano, perdida como en su 
línea paterna R211 suprimida, pero presentaba una banda de Brassica homóloga a B. oleracea. La secuencia PGIint 
ortóloga en su genoma de B. rapa no está ampliada con este marcador en el fondo genético de R211 y Drakkar. 

Las secuencias del marcador PGIol y del marcador PGIUNT en líneas restauradas RRH1 y R113 eran homólogas a 10 
las de B. rapa cv Asko. En 'R2000', la secuencia PGIUNT es homóloga a la de B. oleracea. La secuencia PGIUnt 
ortóloga en su genoma de B. rapa no está ampliada con este marcador en el fondo genético de R211 y Drakkar. 

El marcador BolJon demostró que las líneas homocigóticas de colza restauradas, incluyendo la 'R211' presentaba la 
banda de rábano europeo, más sólo la de B. rapa. 'R2000' presenta las dos bandas de 'R211', más la banda BolJon 
de B. oleracea restaurada. 15 

El marcador CP418 demostró que 'R2000' regeneró este segmento conservado de B. oleracea. 

La hipótesis de los autores es que un episodio de recombinación tuvo lugar en la célula madre del polen que dio 
lugar a las plantas "R2000". La introgresión de rábano suprimida se integró a continuación al segmento de 
cromosoma homólogo normal, que lleva el gen Pgi-2 del tipo B. oleracea y la secuencia diana BolJon, caracterizada 
por estos marcadores, probablemente del genoma "00" de Drakkar presente en el "R211*DK" heterocigótico 20 
irradiado. 

El patrón observado para BolJon sugiere que el episodio de recombinación produjo una región duplicada concreta, 
una de rábano y una de B. oleracea, en la familia 'R2000'. 
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REIVINDICACIONES 

1. Procedimiento de producción de líneas restauradoras doble cero de Brassica napus para la esterilidad masculina 
citoplásmica (emc) Ogura que presentan introgresión de rábano portadora del gen restaurador Rfo suprimido del 
alelo Pgi-2 de rábano y recombinado con el gen Pgi-2 de Brassica oleracea, y que presentan un buen valor 
agronómico caracterizado por la fertilidad femenina, una buena tasa de transmisión de Rfo y un vigor vegetativo 5 
elevado, incluyendo dicho procedimiento las etapas siguientes: 

a)  cruzar las líneas emc doble cero de Brassica napus de primavera que comprenden una inserción suprimida 
de rábano en cada lado de Rfo, habiendo perdido dichas líneas emc doble cero de Brassica napus de 
primavera la expresión de isoenzima del alelo Pgi-2 del genoma del rábano y del alelo Pgi-2 del genoma de 
B. oleracea, con la línea doble cero de Drakkar de primavera para formar plantas restauradas heterocigóticas 10 
de Brassica napus, 

b)  irradiar antes de la meiosis las plantas restauradas heterocigóticas obtenidas en la etapa a) con irradiación de 
rayos gamma, 

c)  cruzar el polen de las flores obtenidas en la etapa b) con la línea de Wesroona de primavera emc doble cero, 

d)  someter a prueba la descendencia para el vigor, la fertilidad femenina y la tasa de transmisión del gen emc, 15 

e)  seleccionar las líneas de descendencia. 

2.  Procedimiento según la reivindicación 1, en el que la dosis de radiación en la etapa b) es de 65 Gray durante 6 
min. 

3.  Procedimiento según la reivindicación 1, en el que la prueba se realiza con la combinación de cinco marcadores 
seleccionados de entre PGIol, PGIint, BolJon y CP418, presentando dichos marcadores las secuencias de SEC ID 20 
nº 1, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4 y SEC ID nº 5 respectivamente,  

 en el que: 

-  el marcador PGIol presenta una banda de 248 pb, 

-  el marcador pGIint presenta una banda de Brassica de 870 pb, 

- el marcador BolJon presenta una banda de rábano de 630 pb, una banda de Brassica oleracea de 950 pb y 25 
una banda de Brassica rapa de 870 pb, y 

-  el marcador CP418 presenta una banda de Brassica de 670 pb, en homocigotos de dichas líneas 
restauradoras. 

4.  Procedimiento según la reivindicación 1, en el que la prueba se realiza con la combinación de cinco marcadores 
seleccionados de entre PGIol, PGIUNT, PGIint, BolJon y CP418, presentando dichos marcadores las secuencias de 30 
SEC ID nº 1, SEC ID nº 2, SEC ID nº 3, SEC ID nº 4 y SEC ID nº 5, respectivamente,  

en el que: 

-  el marcador pGlol presenta una banda de 248 pb, 

- el marcador pGIint presenta una banda de Brassica de 870 pb, 

-  el marcador pGiUNT presenta una banda de Brassica de 980 pb, 35 

-  el marcador BolJon presenta una banda de rábano de 630 pb, una banda de Brassica oleracea de 950 pb y 
una banda de Brassica rapa de 870 pb, y 

-  el marcador CP418 presenta una banda de 670 pb, 

en homocigotos de dichas líneas restauradoras. 

5.  Procedimiento según la reivindicación 1, en el que la prueba se realiza con al menos el marcador BolJon que 40 
presenta la secuencia: SEC ID nº 4 y en el que el marcador BolJon presenta una banda de rábano de 630 pb, una 
banda de Brassica oleracea de 950 pb y una banda de Brassica rapa de 870 pb en homocigotos de dicha línea 
restauradora. 
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