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Proba oznaczenia markerdw genetycznych
sprzezonych z cechg niskiej zawartosci kwasu
linolenowego u rzepaku (Brassica napus)

Attempt to identification of genetic markers linked to quality
of low level of linolenic acid in rapeseed (Brassica napus)
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Kwas linolenowy (Cyg:3) jest sktadnikiem oleju
rzepakowego, ktory tatwo ulega utlenianiu, powo-
dujac spadek jego jakosci smakowej. Redukcja
zawartosci kwasu linolenowego w nasionach
rzepaku jest od wielu lat waznym problemem
hodowlanym. Jara odmiana kanadyjska Stellar
charakteryzujaca si¢ niska zawartoscia kwasu
Cig:3 postuzyta do krzyzowania z jarymi liniami
hodowlanymi charakteryzujacymi sie wysokim
plonem. Z mikrospor pojedynczych roslin poko-
lenia F; wyprowadzono podwojone haploidy,
z ktérych przez samozapylenie uzyskano nasiona.
Uzyskane rosliny DH analizowano metoda chro-
matografii gazowej w celu okreslenia zawartosci
poszczegolnych kwasow ttuszczowych. Rosliny
charakteryzujace si¢ niska zawartoscia kwasu
linolenowego uzyto do poszukiwania markeréw
genetycznych. Uzyto analizy zbiorczych prob
(BSA) w celu szybkiego sprawdzenia duzej
liczby starterow RAPD. Startery wykazujace
polimorfizm zostana uzyte do analizy sprzezen na
pojedynczych rodlinach DH.

Brassica napus, RAPD, podwojone haploidy, kwas linolenowy

Brasica napus, RAPD, doubled haploid, linolenic acid

Linolenic acid (Cyg:3) is a component of rapeseed
oil that is early oxidized, which results in a
reduced flavour quality of the oil. The reduction
of linolenic acid content in rapeseed seed has
therefore been an important breeding objective
for many years. The spring Canadian variety
Stellar with a low content of Cg.3 was crossed
with other spring lines characterized by high
yield. From microspores of individual F; plants
double haploid plants (DH) were generated and
seeds were produced by self-pollination.
Obtained individual DH plants were analyzed
for composition of fatty acids by gas
chromatography. Low linolenic acid plants were
used in search for linked genetic markers.
Bulked segregation analysis (BSA) was used to
rapidly test big number of RAPD primer.
Primers showing polimorfic DNA amplification
fragments will be used for linkage analysis on
the individual DH plants.
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Wstep

Olej rzepakowy, dzieki duzej zmiennosci w sktadzie poszczegolnych kwaséw
ttuszczowych, moze by¢ wykorzystywany dla réznych celéw, zaréwno w prze-
mysle spozywczym, jak i chemicznym. Kwas linolenowy (Cyg:3), ze wzgledu na
jego zdolnos¢ do samooksydacji powodujacej niekorzystne walory smakowe, nie
jest pozadany w oleju stosowanym do celéw spozywczych. Aktualnie prowadzi sie
badania w kierunku obnizenia zawartosci Cig3 na korzys¢ innych tluszczy
jadalnych kwasow z tej samej grupy Ci;s — oleinowego (Cig1) oraz linolowego
(Cys:2) (Pleines 1988).

Dotychczas, wykorzystujac techniki RAPD oraz CAPS udato sig znalez¢
markery gendéw majace zwiazek z produkcja kwasu linolenowego (Jourdren i in.
1996a i 1996b). Poniewaz dla badanych linii nie udato sie potwierdzi¢ sprzezenia
tych markeréw z cecha niskiej zawartosci kwasu linolenowego podjelismy dalsze
préby znalezienia markeréw charakterystycznych dla naszych linii hodowlanych.

Oznaczenie markera genetycznego zwiazanego z niska zawartoscia kwasu
linolenowego moze mie¢ szerokie znaczenie przy uzyciu nowoczesnych progra-
moéw hodowli, zwlaszcza w przypadku zastosowania wczesnej selekcji materiatu
na te ceche.

Material i metodyka

Odmiana kanadyjska Stellar, charakteryzujaca sie niska zawartoscia kwasu
Cis:3 W nasionach postuzyta do krzyzowania z 2 liniami jarymi (okreslonymi jako
14 i 18) charakteryzujacymi si¢ wysokim plonem. Nasiona F; zebrano i wysiano
w szklarni, w kontrolowanych warunkach. Metoda izolowanych mikrospor uzyska-
nych z roslin pokolenia F;, wedtug procedury Polsoni i in. (1988) wyprowadzono
pokolenie podwojonych haploiddw DH1. Nastepnie rosliny DH1 poddano
samozapyleniu i zebrano nasiona DH2. Czgs¢ tych nasion poddano analizie
gazowo-chromatograficznej na zawartos¢ poszczegélnych kwaséw ttuszczowych,
pozostata czes¢ wysiano dla uzyskania swiezego materiatu z lisci do izolacji DNA.
Nastepnie opierajac si¢ na wynikach uzyskanych podczas analizy gazowo-
chromatograficznej wyodrebniono dwie grupy roslin charakteryzujacych si¢ niska
(do 35%) i wysoka (od 5 do 8,5%) zawartoscia kwasu linolenowego
w nasionach. Do pierwszej grupy zakwalifikowano rosliny od 1 do 12, do drugiej
od 13 do 20 (tab. 1). Do izolacji DNA z roslin stosowano metode z uzyciem CTAB
(Doyle i Doyle 1990). Nastepnie potaczono DNA pochodzace z roslin nalezacych
do poszczegdlnych grup, tworzac préby zbiorcze. Préby te wykorzystano jako
matryce do wstepnego poszukiwania markerbw RAPD-PCR. W badaniach
postuzono sie zestawami starteréw do RAPD firmy Operon (zestaw K i L).
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Amplifikacje genomowego DNA prowadzono metoda PCR z uzyciem
jednego startera o diugosci 10 nukleotydéw. Mieszanina reakcyjna o objetosci
25 pl zawierata 50 ng badanego DNA, 1 x stezony bufor reakcyjny, 1,5 mM MgCl,,
0,15 mM dNTP, 0,2 uM startera i 1 jednostke polimerazy Tag DNA (Finnzymes).
Stosowano 40 cykli amplifikacji. Kazdy cykl obejmowat: 1 min. w 92°C, 1,5 min.
w 35°C i 2 min. w 72°C. Po 40 cyklach nastepowat koncowy etap inkubacji, 5 min.
w 72°C. Amplifikowane fragmenty rozdzielano w 1% zelu agarozowym, barwiono
bromkiem etydyny i oceniano w swietle UV.

Wyniki

Na podstawie przeprowadzonej analizy gazowo-chromatograficznej stwier-
dzono, ze zawartos¢ kwasu linolenowego Cigz wynosita od 1,21% do 8,31%
ogoblnej zawartosci kwasdw ttuszczowych. Za niskie wartosci przyjeto te, ktore nie
przekraczaty 3,22%, wysokie od 5 do 8,31%. Utworzono dwie grupy zbiorcze
0 niskiej (1,21-3,22%) i o wysokiej (5,01-8,31%) zawartosci kwasu Cyg3 (tab. 1).
Dla pordéwnania podano zawartosci kwasu linolenowego odmiany Stellar 22%,
tradycyjnie uznawanej za charakteryzujaca si¢ niskim poziomem kwasu Cigs
(4,22%) oraz odmiany Drakkar (7,23%) uznawanej za odmiang 0 wysokim
poziomie tego kwasu ttuszczowego. W pierwszym etapie poszukiwano starterow
RAPD mogacych wykaza¢ roznice miedzy grupami roslin o niskiej i wysokiej
zawartosci kwasu linolenowego. Przetestowano 40 starterow RAPD. Poszczegélne
startery byty uzywane do amplifikacji na matrycy prob zbiorczych pochodzacych
z dwdch wyrdznionych wyzej kategorii (rys. 1). Startery wykazujace polimorfizm
pomigdzy probami zbiorczymi DNA z roslin o niskiej i wysokiej zawartosci kwasu
Cigz zakwalifikowano do analiz na poszczeg6lnych osobnikach populacji
podwojonych haploidéw w celu oznaczenia markeréw sprzezonych z cecha niskiej
zawartosci kwasu linolenowego. Zidentyfikowano 12 starterow wykazujacych
polimorfizm prazkow pomigdzy prébami zbiorczymi. Otrzymane wyniki byty
potwierdzane poprzez powtdrna analize. Startery te sa obecnie wykorzystywane do
analizy poréwnawczej duzej populacji pojedynczych roslin w celu znalezienia
markera genetycznego sprzgzonego z niska zawartoscia kwasu linolenowego.
Badania na poszczeg6lnych osobnikach sa w toku.
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Tabela 1
Skfad kwaséw ttuszczowych w nasionach rzepaku jarego populacji DH na podstawie
wynikéw uzyskanych przy pomocy chromatografii gazowej — Fatty acids content in DH
populations of spring form rapeseeds estimated by gas chromatography analysis

Palmity- Steary- | Oleino- | Lino- Linole- Arachido- Eikoze-
Nr|{ DH nowy nowy wy lowy nowy owy nowy
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
1 |14-43 4,05 1,71 63,42 25,69 2,81 0,65 1,67
2 | 14-36 4,61 1,32 61,37 27,14 3,17 0,55 1,85
3| 14-78 4,38 1,45 61,43 27,67 2,93 0,55 1,6
4 | 14-11 4,38 1,31 55,59 335 3,10 0,51 1,61
5| 14-1 4,28 1,37 60,2 28,94 3,22 0,48 1,51
6 | 18-130 411 2,16 65,57 23,66 2,08 0,82 16
7 |18-2 4,2 1,81 64,73 25,18 1,96 0,68 1,43
8 | 18-119 3,95 1,43 63,02 27,87 1,93 0,49 1,3
9 | 18-188 8,14 13,07 63,18 13,06 1,21 0,27 1,07
10| 18-181 15,32 76,11 0,76 1,27 1,72 3,76 1,06
11| 18-184 3,34 1,54 70,34 20,61 2,39 0,49 1,29
12 | 18-160 4,15 1,46 66,46 23,94 2,16 0,49 1,34
13| 14-15 4,29 1,15 60,07 24,51 7,74 0,47 1,77
14 | 14-7 3,99 1,23 58,62 25,62 8,31 0,49 1,73
15| 14-41 4,03 1,28 56,16 29,75 7,32 0,35 1,11
16 | 14-84 4,22 1,66 64,44 20,06 7,25 0,5 1,87
17| 14-4 4,19 14 59,94 25,45 7,07 0,5 1,45
18| 18-28 5,52 1,49 53,75 32,19 5,23 0,49 1,32
19| 18-39 4,64 1,59 53 33,65 5,16 0,58 1,38
20| 18-185 5,24 1,1 49,05 37,64 5,01 0,42 1,53
Drakkar 4,91 2,18 64,43 19,08 7,23 0,82 1,35
Stellar 5,65 2,56 61,44 26,31 4,22 0,53 1,47
1-12 — genotypy o niskiej zawartosci kwasu linolenowego

13-20 — genotypy o wysokiej zawartosci kwasu linolenowego
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1-6 — startery OPK 18-13 — OPK 18-13 primers,

A — proba DNA z roélin o niskiej zawartosci Cyg.3— low-linolenic acid bulk sample,

B  — préba DNA z roslin o normalnej zawartosci C15.3— normal-linolenic acid bulk sample,

M — marker wielkosci, pPGEM-5/Mspl — molecular marker pGEM-5/Mspl (fragment sizes in bp),
K — proba kontrolna bez matrycy DNA — control, no DNA added.

Rys. 1. Obraz elektroforezy w 1% zelu agarozowym produktow reakcji RAPD-PCR
Products of RAPD-PCR amplification separated in 1% agarose gel
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