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Poszukiwanie markerow DNA sprzezonych
z cechg obnizonej zawartosci kwasu linolenowego
w materiatach hodowlanych rzepaku ozimego

Search for DNA markers linked to the low linolenic acid content trait
in breeding materials of winter oilseed rape (Brassica napus L.)

Stowa kluczowe:
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Rozpoczeto prace majace na celu znalezienie
markeréw DNA sprzezonych z cecha obnizonej
zawartosci  kwasu linolenowego w liniach
hodowlanych rzepaku ozimego. Zgromadzono
materiat roslinny, jakim byly rosliny rodzi-
cielskie oraz segregujace pokolenie F,, pocho-
dzace z krzyzowan odmian o wysokiej i niskiej
zawartosci kwasu linolenowego. Wyizolowano
genomowy DNA z roslin, a nastgpnie poddano
analizie z zastosowaniem szesciu starteréw typu
RAPD. Wykazano wystgpowanie polimorficz-
nych prazkdw w DNA roslin rodzicielskich oraz
pokolen segregujacych roslin o krancowych
zawartosciach kwasu linolenowego dla trzech
zastosowanych starterdw. Uzyskane wyniki
stanowia podstawe do dalszych badan, majacych
na celu znalezienie markeréw DNA, umozliwia-
jacych efektywna i skuteczna selekcje w hodowli
odmian rzepaku ozimego o obnizonej zawartosci
kwasu linolenowego.

markery DNA, rzepak ozimy, kwas linolenowy, RAPD
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Search for DNA markers linked to the low
linolenic acid content in winter rapeseed lines
was initiated. Plant material, i.e., parent plants
and F, segregating populations from the crosses
of varieties with high and low linolenic acid
content was collected. Plant genomic DNA was
isolated and analysed with the use of
PCR/RAPD method (six primers). The obtained
results showed polymorphic bands in the
analysed DNA for three out of six primers used.
It makes a basis for further studies on DNA
markers useful in an effective selection in
breeding of winter rapeseed varieties with low
linolenic acid content.

Wstep

W strefie klimatu umiarkowanego rzepak jest jednym z najwazniejszych
zrédet oleju roslinnego. Nasiona rzepaku w suchej masie zawieraja okoto 45%
oleju (Krzymanski 1993, 1993a), a jego jakos¢ w duzej mierze uzalezniona jest od
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udziatu kwaséw ttuszczowych, miedzy innymi od kwasu erukowego, olejowego,
linolowego i linolenowego (Thorman i in. 1996). Zastosowanie oleju rzepakowego
na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat gwaltownie wzrosto w zwiazku z uzys-
kaniem na drodze genetycznej form rzepaku o obnizonej z okoto 50% do 0%
zawartosci kwasu erukowego (Cy.). Aktualnie w oleju odmian podwdjnie
ulepszonych rzepaku ozimego bezerukowego znajduje sig¢ $rednio 60% kwasu
oleinowego, 20% kwasu linolowego i 12% kwasu linolenowego. Olej o takim
sktadzie kwaséw ttuszczowych wykorzystywany jest zaréwno do celow spozyw-
czych, jak i technicznych. W perspektywie réznych zapotrzebowan i mozliwosci
wykorzystania istniejaca zmiennos¢ zawartosci poszczegdlnych kwasow 18-weglo-
wych jest niewystarczajaca.

Zaleta oleju rzepakowego jest obecnos¢ w nim kwasu linolenowego,
niezbednego w diecie cztowieka, bedacego prekursorem istotnych dla organizmu
metabolitéw (Fosatti 1994). W oleju tradycyjnym jego zawarto$¢ przekracza 10%
(Rébbelen, Nitsch 1975). Zbyt duza zawartos¢ kwasu linolenowego, ze wzgledu na
jego tatwosé utleniania i polimeryzacji w wyniku dziatania wysokich temperatur,
powoduje obnizenie trwatosci oraz stabilnosci smakowo-zapachowej oleju
(Sommers i in. 1998). Dlatego najkorzystniejsza jest zawartos¢ kwasu linoleno-
wego w oleju rzepakowym obnizona do okoto 3%. Rakow i McGregor (1973),
Rakow i in. (1987) traktujac nasiona rzepaku jarego roztworem metanosulfonianu
etylu o réznych stezeniach otrzymali linie o zmienionym udziale kwasow
oleinowego, linolowego i linolenowego. Efektem tych prac byto miedzy innymi
uzyskanie przez Rakowa (1973) z kanadyjskiej odmiany Oro mutanta M11.
Na bazie tego mutanta wyselekcjonowano pierwsza odmiane rzepaku jarego
Stellar, charakteryzujaca sie wysoka zawartoscia kwasu linolowego (28%), a niska
kwasu linolenowego (3%) (Scarth i in. 1988), a nastgpnie o tych samych
parametrach jakosciowych, ale wyzej plonujaca odmiang Apollo (Scarth i in.
1994). Prowadzone sa dalsze prace majace na celu wprowadzenie tej cechy do
odmian rzepaku ozimego (Byczynska i in. 1996). Selekcja roslin pod wzgledem
sktadu kwasow ttuszczowych jest réwniez utrudniona z tego powodu, ze na synteze
kwasdw 18-weglowych wywiera istotny wptyw temperatura i $wiatto (Trémoliéres
i in. 1982; Brunklaus-Jung i Roébbelen 1987; Pleines i Friedt 1988; Spasibionek i
in. 1998). Przyspieszenie oraz zwigkszenie skutecznosci selekcji w programach
hodowlanych, majacych na celu obnizenie zawartosci kwasu linolenowego, mozna
uzyska¢ dzieki zastosowaniu markeréw DNA, umozliwiajacych charakterystyke
genotypu, bez modyfikujacego wptywu srodowiska. Aktualnie prowadzone sa
prace, ktérych celem jest znalezienie istotnych dla selekcji markeréw cech
uzytkowych w oparciu o réznego typu markery DNA (Bartkowiak-Broda 1997).
Wykryto markery kartowatosci rzepaku (Foisset i in. 1995) oraz markery sprze-
zone z niska zawartoscia kwasu linolenowego (Jourdren i in. 1996).
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Celem prowadzonych prac bylo rozpoczecie badan majacych na celu
znalezienie markerbw DNA sprzezonych z cecha obnizonej zawartosci kwasu
linolenowego w rodach i liniach rzepaku ozimego hodowanych w Zaktadzie Roslin
Oleistych IHAR w Poznaniu.

Materialy i metody

Materiat roslinny

Materiat do badan stanowity dwie formy rodzicielskie: rod rzepaku ozimego
bezerukowego o niskiej zawartosci glukozynolandéw (00) i zawartosci kwasu
linolenowego w oleju wynoszacej 14% oraz odmiany rzepaku jarego Stellar
i Apollo, charakteryzujace si¢ niska zawartoscia kwasu linolenowego 1,4% i 1,5%
a takze segregujace pokolenie F, powstate z krzyzowan tych form (r6d 00 x Stellar;
rod 00 x Apollo). Do analizy pobierano od 10 do 20 miodych listkéw z posz-
czeg6lnych roslin z kazdej grupy. W przypadku pokolenia segregujacego
wybierano rosliny o krancowo réznych zawartosciach, tj. o najnizszej i najwyzszej
zawartosci kwasu linolenowego. Rosliny rodzicielskie analizowano tzw. metoda
BSA (ang. bulked segregant analysis — metoda zbiorczych préb DNA), natomiast
z pokolen segregujacych badano DNA poszczegélnych roslin.

Izolacja DNA z tkanki roslinnej

Mtode listki po pobraniu przechowywano w lodzie, a nastepnie izolowano
DNA wedtug modyfikowanej metody Doyle'a (1990).

Amplifikacja DNA

Reakcje PCR-RAPD prowadzono z zastosowaniem starterow typu RAPD
firmy Operon Techologies: OPP-05, OPP-08, OPL-13, OPD-08, OPK-01 oraz
D-25 o sekwencji (5” gcg TgT Agg cT 3’) w nastepujacych warunkach: denaturacja
wstepna w 95°C przez 30 s, a nastepnie 45 cykli obejmujacych denaturacje w 95°C
przez 30 s, przylaczanie starterébw w 35°C przez 1 min., elongacje w 72°C przez
2 min. 30 s, oraz elongacje koncowa w 72°C przez 5 min.

Reakcje prowadzono w termocyklerach firm Perkin-Elmer oraz Biometra.

Elektroforetyczny rozdziat DNA

Stezenie i jakos¢ preparatdéw DNA uzyskanych w wyniku izolacji sprawdzono
za pomoca elektroforezy na 0,8% zelach agarozowych w buforze 1XTBE. Produkty
reakcji amplifikacji DNA analizowano na 1,8% zelach agarozowych w buforze
1XTBE, przy natezeniu pradu 80 mA.
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Rys. 1. Elektroforetyczny rozdziat,

B

[ S
] b—mmw — r ——d

A el

OPK-01

M standard wielkosci — DNA faga
lambda hydrolizowany restryk-
tazami  EcoRI/Hindlll; literami
oznaczono préby DNA wyizolo-
wane z roslin rzepaku

00 rod rzepaku ozimego podwojnie
ulepszonego o zawartosci kwasu
linolenowego 14%

St odmiana jara Stellar o obnizonej
zawartosci  kwasu linolenowego
(1,5%)

Ap odmiana jara Apollo o obnizonej
zawartosci  kwasu linolenowego
(1,4%)

B1 pokolenie F,, rosliny o zawartosci
kwasu linolenowego (10,7%);

B2 pokolenie F,, rosliny o obnizonej
zawartosci  kwasu linolenowego
(2,9%)

strzatkami oznaczono prazki poli-
morficzne

M molecular size marker — phage
lambda DNA digested with
endonucleases EcoRl and Hind
111; letters indicate DNA samples
obtained from rapeseed varieties

00 winter oilseed rape (Cig:3—14%)
St Stellar — spring variety with low
linolenic acid content (Cyg:3—1,5%)
Apollo — spring variety with low
linolenic acid content (Cis —
1,4%)

F, segregating population — plants
with linolenic acid content (Cig:3—
10,7%)

F2 segregating population — plants
with low linolenic acid content
(C18:3-2,9%)
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arrows indicate polymorphic bands

na 1,8% zelu agarozowym, produktow reakcji

PCR-RAPD z zastosowaniem starteréw: a) OPP-05, OPP-08, b) OPL-13, OPD-08,
c) D-25: 5’ gcg TgT Agg cT 3’, OPK-01 — 1.8% agarose gel electrophoresis of PCR-
RAPD products obtained with the use of primers: a) OPP-05, OPP-08, b) OPL-13,

OPD-08, ¢) D-25: 5’ gcg TgT Agg cT 3°, OPK-01
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M — standard wielkosci — DNA faga lambda po hydrolizie enzymami restrykcyjnymi EcoRI i Hind I11; numerami
oznaczono odpowiednio DNA z roslin pokolenia segregujacego F, o normalnej (10,7%) oraz obnizonej (2,9%)
zawartosci kwasu linolenowego. Strzatkami oznaczono prazki polimorficzne

M — molecular size marker — phage lambda DNA digested with endonuclease Eco Rl and Hind IlI; numbers
indicate DNA samples isolated from F, generation plants segregating with respect to the linolenic acid content:
(10.7%) — plants with normal and (2.9%) — plants with low linolenic acid content. Arrows indicate polymorphic
bands.

Rys. 2. Elektroforetyczny rozdziat, na 1,8% zelu agarozowym, produktéw reakcji
PCR-RAPD z zastosowaniem starteréw: a) OPP-05, b) OPP-08, ¢) OPL-13 — 1.8%
agarose gel electrophoresis of PRC-RAPD products obtained with the use of primers:

a) OPP-05, b) OPP-08, ¢) OPL-13
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Wyniki i wnioski

Analizowano DNA genotypdw rzepaku o zréznicowanej zawartosci kwasu
linolenowego: rosliny rodzicielskie z krzyzowan rod podwadjnie ulepszony rzepaku
ozimego oraz odmiany rzepaku jarego Stellar i Apollo z zastosowaniem réznych
starterow typu RAPD (rys. 1). W przypadku zastosowania starteréw OPP-05,
OPP-08 oraz OPL-13 wykazano istnienie rdznic pomiedzy roslinami rodu podwoj-
nie ulepszonego rzepaku 0zimego o wysokiej zawartosci kwasu linolenowego oraz
odmianami Stellar i Apollo o niskiej zawartosci kwasu linolenowego. PrazKi
polimorficzne oznaczono na rysunku strzatkami.

W oparciu 0 wstgpne analizy roslin rodzicielskich badano DNA roslin
segregujacych pokolenia F, o wysokiej i niskiej zawartosci kwasu linolenowego
(rys. 2). Zaobserwowano zaleznos¢ pomiedzy wystepowaniem lub brakiem prazka
polimorficznego a zawartoscia kwasu linolenowego dla wigkszosci sposrod
badanych roslin.

Przeprowadzone analizy sa poczatkiem badan, ktérych celem jest znalezienie
markeréw DNA umozliwiajacych efektywna i skuteczna selekcje roslin w hodowli
jakosciowej rzepaku ozimego, majacej na celu otrzymanie odmian o obnizonej
zawartosci kwasu linolenowego.
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