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Analiza genetyczna zawartosci kwasow
thuszczowych w liniach DH rzepaku 0zimego

The genetic analysis of oilseed rape fatty acids composition on the basis of field
experiments with doubled haploid lines

Dos$wiadczenia polowe przeprowadzono w dwdch srodowiskach na Polu Do$wiadczalnym Zaktadu
Roslin Oleistych Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Rodlin w Poznaniu w sezonie 1998-1999 oraz
w Stacji Do$wiadczalnej Instytutu Genetyki Roslin PAN w Cerekwicy w sezonie 1999-2000. Kazde
z doswiadczen zatozono w uktadzie catkowicie losowym w trzech powtorzeniach. Obiektami byty 32
linie podwojonych haploidow (linie DH) wyprowadzone metoda izolowanych mikrospor z pokolenia
F1 mieszanca DH 0-120 x DH C-1041, mieszance pokolenia F1 i F2 (w pierwszym roku badan), F2 i F3
(w drugim roku badan) oraz ich formy rodzicielskie. Badano w oleju nasion zawarto$¢ nastepujacych
kwasow tluszczowych: kwasu palmitynowego (C16 : 0), kwasu stearynowego (C18 : 0), oleinowego
(C18:1), linolowego (C18: 2) i linolenowego (C18 : 3). W wyniku przeprowadzonej dwuczynnikowej
analizy wariancji stwierdzono istotne réznice migdzy latami oraz migdzy badanymi genotypami.
Natomiast nie wystapita dla zadnego kwasu tluszczowego istotna interakcja genotypy x lata. Na
podstawie linii DH oraz odpowiednich pokolen segregujacych oszacowano parametry genetyczne
okreslajace efekty addytywnego dziatania genéw [d], dominacji [h] i nieallelicznej interakcji loci
homozygotyucznych [i] i heterozygotycznych [1] dla zawartosci poszczegdlnych kwasow ttuszczowych
w kazdym roku badan oraz dla obu lat tacznie. Praca stanowi takze przyktad na wyznaczanie §rednich
dla dwdch lat badan ocen parametréw genetycznych z wykorzystaniem mieszancéw pokolenia F1 i F2
w pierwszym roku badan i F2 i F3 w drugim roku badan.

Stowa kluczowe: kwasy tluszczowe, linie DH, parametry genetyczne, rzepak

The field trials were carried out at two sites: Plant Breeding and Acclimatization Institute
experimental field in Poznan in the season 1998-1999 and the Experimental Station Institute of Plant
Genetics Polish Academy of Science in Cerekwica in the season 1999-2000. Field experiments were
conducted in randomized blocks, in three replications. Thirty-two lines of doubled haploid (DH) winter
oilseed rape were obtained from F1 hybrid DH-0120 x DH- C-1041 using isolated microspore culture.
Parental forms and F1 hybrids (in the first year) and Fzand Fs hybrids (in the second year) were studied.
A content of the following fatty acids: palmitic acid (C16 : 0), stearic acid (C18 : 0), oleic acid (C18 :
1), linoleic acid (C18 : 2), linolenic acid (C18 : 3) was determined. Two-factor analysis of variance
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showed significant differences between the years of the study and genotypes. However the interaction
genotypes x years was not significant with any of the acids. Based on DH lines and respective
segregating generations, genetic parameters describing the effects of: additive genes (d), dominant
genes (h) and non allelic interaction of homozygous (i) and, heterozygous (I) loci were estimated. The
parameters were calculated for a content of fatty acids in each year (period) of the study and for two
years in total. This work provides the example of how to determinate the means for genetic parameters
in a two-year estimation period with the use of F1 and F2 hybrids in the first year and F2and Fs hybrids
in the second year.

Key words: DH lines, fatty acids, genetic parameters, oilseed rape
WSTEP

Rzepak ozimy (Brassica napus L.) jest najwazniejsza ro$ling oleistg w strefie klimatu
umiarkowanego. Na $wiecie olej rzepakowy w 80% wykorzystywany jest na cele kon-
sumpcyjne. Pozostata czg$¢ zuzywana jest na cele przemystowe. Wedtug Krzymanskiego
(2000) jednym z aktualnych zadan badawczych i hodowlanych jest lepsze dostosowanie
jako$ci odmian rzepaku ozimego dla odbiorcow tego surowca, uwzglgdniajgce rézne
zastosowanie oleju rzepaku. Szczegolnie pozadane sg genotypy z duza zawartoscia kwasu
oleinowego np. do produkcji oleju napedowego.

Standardowy sktad oleju rzepakowego to: 4,5% kwasu palmitynowego (Cis: o), 1,5%
stearynowego (Cis: o), 60% kwasu oleinowego (Cis: 1), 20% kwasu linolowego (Cis: 2) oraz
10% kwasu linolenowego (Cis:3).

W hodowli rzepaku przy wykorzystaniu form haploidalnych, linie podwojonych
haploidow (DH) wyprowadza si¢ najczesciej z mieszancOw pokolenia Fi. Linie te moga
stanowi¢ rownoczesnie interesujacy z naukowego punktu widzenia materiat, pozwalajacy
na uzyskanie informacji o efektach addytywnego dziatania gendw i epistazy loci w stanie
homozygotycznym. Dla uzyskania informacji o efektach dominowania i wspoétdziatania
gendéw dominujgcych konieczne jest wiaczenie do do§wiadczen dwoch nastepujacych po
sobie pokolen segregujacych. Z ekonomicznego punktu widzenia korzystne jest przepro-
wadzanie eksperymentow w pierwszym roku badan z udzialem mieszancéw pokolenia Fy
i Fo. Liczba nasion uzyskanych z generacji pokolenia F, iFs; pozwala, bowiem na
powtdrzenie w kolejnym roku doswiadczenia bez koniecznoéci ponoszenia kosztow
zwigzanych z produkcja nasion pokolenia F1. Praca zawiera wyniki analizy statystyczno-
genetycznej dotyczacej parametrow genetycznych wyznaczonych dla roznych kwasow
thuszczowych rzepaku. Celem badan byta ocena efektow dziatania genow kontrolujacych
zawarto$¢ kwasow thuszczowych w oleju nasion, jak rowniez wyznaczenie liczby genow
(grup gendéw) kontrolujacych zawarto$¢ tych kwasdéw. Praca stanowi réwnocze$nie
przyktad estymacji i testowania $rednich ocen parametréw genetycznych na podstawie
doswiadczen dwuletnich obejmujacych linie DH oraz mieszance pokolenia Fi iF»
(W pierwszym roku badan) oraz F» i F3 (w drugim roku badan).

MATERIAL I METODY

Dos$wiadczenia przeprowadzono na polach do$wiadczalnych THAR w Poznaniu
w sezonie 1998-1999 oraz IGR PAN w Cerekwicy w sezonie 1999-2000. W obu
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doswiadczeniach material do badan stanowity 32 linie podwojonych haploidow (DH)
rzepaku ozimego, otrzymane metodg izolowanych mikrospor z mieszancow pokolenia F1
(DH 0-120 x C-1041) oraz ich formy wyjéciowe (Cegielska-Taras, Szata, 1997).
W doswiadczeniu pierwszym braty takze udzial mieszance pokolenia F1 i F2, natomiast
drugim mieszafice pokolenia F» iFs. Sposob przeprowadzenia do$wiadczen podano
w pracy Adamskiej i wsp. (2001). Sktad kwasow thuszczowych w oleju nasion oznaczano
metoda chromatografii gazowej (Byczynska, Krzymanski, 1969). Okre§lono procentowa
zawarto$¢ pigciu kwasow thuszczowych: palmitynowego (C16 : 0), stearynowego,
(C18: 0), oleinowego (C18: 1), linolowego (C18 : 2), i linolenowego (C18 : 3).

Dane uzyskane z doswiadczen postuzyty do przeprowadzenia obliczen statystycznych
dotyczacych efektow addytywnego dziatania gendéw [d], dominacji [h] i nieallelicznej
interakcji loci homozygotycznych [i] oraz heterozygotycznych [l]. Z uwagi na to, ze
doswiadczenie w roku pierwszym obejmowato 32 linie DH oraz mieszance F1 i F2, oceny
parametrow genetycznych wyznaczono za pomocg wzorow podanych w pracy Surma wsp.
(1984). Poniewaz w drugim roku badan uczestniczyly te same linie DH oraz mieszance
pokolenia F, i F3, dla oceny parametréw wykorzystano metode opracowana przez Surme
i wsp. (1997) Aby przeprowadzi¢ pewnego rodzaju synteze czyli wyznaczy¢ parametry
genetyczne na podstawie obu doswiadczen (réznigcych si¢ jednym obiektem) konieczne
bylo zastosowanie transformacji umozliwiajacej uzupeklnienie brakujacych obserwacji.
Mozliwe byto albo znalezienie ,,brakujgcych” obserwacji mieszancow Fs w pierwszym
roku badan na podstawie pokolen F1 i F; oraz linii DH, albo tez znalezienie ,,brakujacych”
obserwacji mieszancow pokolenia F1 w doswiadczeniu z roku drugiego na podstawie
obserwacji tej cechy umieszancow pokolenia F, iFs;. W naszych obliczeniach
dokonali$my uzupekienia obserwacji mieszancow pokolenia Fz W pierwszym roku badan
wedlug wzoru:

F3=6F2+:L F ()

Liczbe gendéw (grup gendw) oszacowano metoda podang w pracy Adamskiego i wsp.
(1987). Zastosowane przeksztalcenie umozliwito wykonanie analizy wariancji tacznej dla
obu lat oraz znalezienie ocen wspomnianych wyzej parametrow genetycznych i przepro-
wadzenia testowania ich istotnosci.

WYNIKI I DYSKUSJA

Srednie zawartosci badanych kwasow tluszczowych w oleju nasion dla mieszancow
pokolenia F1, F2, F3, linii DH oraz linii DH o warto$ciach ekstremalnych i oceny para-
metrow genetycznych przedstawiono w tabelach 1-5.
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Tabela 1

Srednie pokolen mieszancowych i linii DH oraz oceny i wyniki testowania parametréw genetycznych
dla zawarto$ci kwasu palmitynowego (C16 : 0)
Mean values for hybrids, DH lines and estimates and results of testing genetic parameters for palmitic

acid (C16 : 0) content

Lata
Pokolenia mieszancowe i linie DH Years
Hybrids and DH lines 1999 2000 Srednia
Mean

=1 4,90 — —
F, 4,96 5,20 5,08
Fs (4,96) 5,33 5,14
Lmax 5,13 531 5,22
Lmin 4,75 4,84 4,80
Lmean 4,94 5,23 5,09
Parametry genetyczne
Genetic parameters
[d] 0,183** 0,235** 0,209**
[h] 0,123 1,572 0,848
[i] 0,003 -0,032 -0,014
] -0,147 2,088 1,476
Liczba genéw
Number of genes 3 4 4

* — Istotne na poziomie p = 0,05 * — Significance at p = 0.05

** — |Istotne na poziomie p = 0,01 ** — Significance at p = 0.01

(4,96) — Warto$¢ uzyskana ze wzoru (1) (4.96) — Value obtained from formula (1)

Tabela 2

Srednie pokolen mieszancowych i linii DH oraz oceny i wyniki testowania parametréw genetycznych
dla zawartoSci kwasu stearynowego (C18 : 0)
Mean values for hybrids and DH lines, and estimates and results of testing genetic parameters for

stearic acid (C18 : 0) content

Lata
Pokolenia mieszancowe i linie DH Years
Hybrids and DH lines Srednia
1999 2000 Mean
Fy 1,56 — —
F, 1,40 1,46 143
Fs (1,43) 1,20 1,31
Lmax 1,62 1,60 1,61
L min 1,22 1,04 1,13
Lmean 1,53 1,37 1,45
Parametry genetyczne
Genetic parameters
[d] 0,201** 0,266** 0,234**
[h] -0,489 -1,614 -1,052
[i] -0,099** -0,063 -0,081**
1] 0,475 3,574 2,841
Liczba genow 1 1 1

Number of genes

* — Istotne na poziomie p = 0,05
** — |stotne na poziomie p = 0,01
(1,43) — Warto$¢ uzyskana ze wzoru (1)
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Tabela 3

Srednie pokolen mieszancowych i linii DH oraz oceny i wyniki testowania parametréw genetycznych

dla zawarto$ci kwasu oleinowego (C18 : 1)

Mean values for hybrids and DH lines and estimates and results of testing genetic parameters for oleic

acid (C18 : 1) content

Lata
Pokolenia mieszancowe i linie DH Years
Hybrids and DH lines 1999 2000 Srednia
Mean
Fu 63,4 — —
F. 61,9 58,7 60,3
Fs (62,0) 59,3 60,7
Lmax 66,2 63,4 64,8
Lmin 60,7 57,4 59,0
Lmean 62,4 59,2 60,8
Parametry genetyczne
Genetic parameters
[d] 2,71%* 2,98** 2,851**
[h] -2,98 2,01 -0,487
[i1 0,98* 1,20* 1,019**
[1] 3,94 -6,05 -1,057
Liczba genéw
Number of genes 3 3 3
* — Istotne na poziomie p= 0,05 * — Significance at p = 0.05
** — |stotne na poziomie p= 0,01 ** — Significance at p = 0.01
(62,0) — Warto$¢ uzyskana ze wzoru (1) (62.0) — Value obtained from formula (1)
Tabela 4

Srednie pokolen mieszancowych i linii DH oraz oceny i wyniki testowania parametréw genetycznych

dla zawartoSci kwasu linolowego (C18 : 2)

Mean values for hybrids and DH lines and estimates and results of testing genetic parameters for

linoleic acid (C18 : 2) content

Lata
Pokolenia mieszancowe i linie DH Years
Hybrids and DH lines Srednia
1999 2000 Mean
F1 18,5 — —
F, 19,8 22,8 21,3
Fs (19,8) 215 20,6
Limax 20,7 23,7 22,2
Lmin 18,2 20,5 19,3
Lmean 19,3 22,0 20,6
Parametry genetyczne
Genetic parameters
[d] 1,249** 1,616** 1,432**
[h] 2,715 6,171 -1,728
[i1 0,205 0,060 0,151
[ -3,513 15,516 6,002
Liczba genéw
Number of genes 8 4 3

* — Istotne na poziomie p = 0,05
** — |stotne na poziomie p= 0,01

(19,8) — Warto$¢ uzyskana ze wzoru (1)

* — Significance at p = 0.05
** — Significance at p = 0.01

(19.8) — value obtained from formula (1)
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Tabela 5
Srednie pokolen mieszancowych i linii DH oraz oceny i wyniki testowania parametréw genetycznych
dla zawarto$ci kwasu linolenowego (C18 : 3)
Mean values for hybrids and DH lines and estimates and results of testing genetic parameters
for linolenic acid (C18 : 3) content

Lata
Pokolenia mieszancowe i linie DH Years
Hybrids and DH lines 1999 2000 Srednia
Mean

= 10,3 — —
F. 10,3 11,1 10,7
Fs (10,5) 11,2 10,9
Lmax 11,3 12,4 11,8
I-min 9,7 10,2 9,9
Limesn 10,5 114 10,9
Parametry genetyczne
Genetic parameters
[d] 0,833** 1,094** 0,963**
[h] 0,573 -0,841 -0,134
[i1 0,000 -0,056 -0,028
[1] -1,812 0,233 -0,790
Liczba genéw
Number of genes ! 2 2

* — Istotne na poziomie p = 0,05 * — Significance at p = 0.05

** — |stotne na poziomie p = 0,01 ** — Significance at p = 0.01

(10,5) — Wartos¢ uzyskana ze wzoru (1) (10.5) — Value obtained from formula (1)

Efekty addytywnego dzialania gendw obliczone zaréwno dla kazdego roku oddzielnie, jak
i $rednio dla obu lat okazaty si¢ istotne dla zawarto$ci wszystkich badanych kwasow ttuszczo-
wych. W przypadku badanych kwaséw uwage zwraca brak dominowania oraz efektow zwia-
zanych z niealleliczng interakcijg loci w stanie heterozygotycznym (tab. 1-5).

Daje si¢ jednak zauwazy¢ pewien, aczkolwiek nieistotny wptyw warunkéw srodowiska
na ujawnianie si¢ efektow zwigzanych ze stanem heterozygotycznym loci. Dowodem na to
sg uzyskane stosunkowo wysokie co do bezwzglednej wartosci oceny parametru [h] i [I]
dla kwasu oleinowego i linolowego (szczegdlnie w 2000 roku), wskazujgce zarazem na
rézny w poszczegolnych latach kierunek dzialania genéw. Nie mozna wigc wykluczy¢, iz
dla tych kwaséw w innych warunkach $rodowiska efekty te mogg okazaé si¢ istotne.
Interakcja loci homozygotycznych wywierala istotny wptyw na ekspresje zawartosci
kwasu stearynowego w Kierunku zmniejszenia zawarto$ci tego kwasu w oleju nasion.
Swiadczy o tym zaréwno ujemna $rednia warto$¢ parametru [i], oszacowana na podstawie
dwuletniego do$wiadczenia jak i ocena uzyskana na podstawie wynikéw z eksperymentu
przeprowadzonego w 1999 roku. Zzamieszczonych wtabeli 3 ocen parametrow
genetycznych dla zawartosci kwasu oleinowego wynika, iz na ekspresj¢ tej cechy, oprocz
dziatania gendéw addytywnych, istotny wptyw miata interakcja gendéw homozygotycznych
w kierunku zwigkszenia ilo$ci tego kwasu w nasionach.

Liczba genow lub grup gendéw S$cisle ze soba sprzezonych kontrolujacych zawartosé
poszczegblnych kwasow thuszczowych w oleju rzepaku, ktorymi roznity si¢ badane formy
rodzicielskie wynosita jeden dla kwasu stearynowego, cztery dla palmitynowego trzy dla
linolowego i oleinowego oraz dwa dla linolenowego.
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W ocenie jakosci oleju w pierwszym rzedzie bierze si¢ pod uwage skiad kwasow
thuszczowych. Na wystgpienie roznic w zawarto$ci poszczegdlnych nienasyconych kwa-
sow thuszczowych oprocz czynnikow genetycznych maja wplyw warunki $rodowiska
(wilgotno$ciowo-termiczne oraz agrotechniczne takie jak termin siewu, nawozenie)
(Kotecki i in., 2001: Spasibionek i in., 1998), chociaz Schierholt i Becker, (2001) u mu-
tantéw wysoko- i niskooleinowych wykazali odziedziczalno$¢ (h? = 0,99) i brak istotnego
wptywu lokalizacji na zawarto$¢ kwasu oleinowego.

W prezentowanej pracy pokazano mozliwo$¢ oszacowania $rednich ocen parametrow
genetycznych z dwoch lat badan w przypadku, gdy w jednym z doswiadczen biorag udziat
mieszance pokolenia F1 i F2, natomiast w drugim F; i Fs. Znajomo$¢ $rednich efektow
dziatania gendw w znacznym stopniu ulatwia przeprowadzenie wnioskowania o Sposobie
dziatania genéw kontrolujacych dang ceche ilosciowa. W prowadzonych przez nas bada-
niach wyznaczenie $redniej oceny wartosci parametru na podstawie wynikdw uzyskanych
z dwoch doswiadczen iodpowiednie testowanie istotnosci tego parametru pozwolity
w przypadku zawarto$ci kwasu stearynowego (C18 : 0) jednoznacznie stwierdzi¢ o wply-
wie nieallelicznej interakcji na ekspresje tej cechy.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz z duzym prawdopodobienstwem mozliwe bedzie
czesciowe poprawienie spektrum zawartoSci badanych kwasow tluszczowych w oleju
rzepaku zgodnie z oczekiwaniami przemystu. Szczegdlnie widoczne jest to w przypadku
kwasu oleinowego, gdzie efekty zwigzane z addytywnym dziataniem genow i wspotdzia-
taniem homozygotycznych loci §wiadcza o szansie wyhodowania nowych form rzepaku
0 podwyzszonej zawartosci tego kwasu w oleju rzepaku i uzyskanie dostosowanego dla
produkcji biopaliw surowca. Z kolei jednak z analizowanych mieszancoéw trudno bedzie
wyselekcjonowac formy o podwyzszonej zawartosci kwasu stearynowego. Wspotdziatanie
nieallelicznych loci w stanie homozygotycznym powoduje bowiem spadek zawartosci tego
kwasu w oleju rzepaku. Potwierdzeniem sg wczesniejsze badania Adamskiej i wsp. 2001,
dotyczace oceny badanych linii rzepaku ozimego pod wzgledem wybranych cech struktury
plonu i zawartosci nienasyconych kwasoéw thuszczowych, w ktorych autorom nie udato si¢
uzyskac ani linii transgresyjnych ani tez linii przewyzszajacych pod wzgledem zawartosci
tego kwasu odmian¢ wzorcowa Kana. Z uwagi na istotne efekty addytywnego dziatania
genow dla zawartoSci kwasu linolowego ilinolenowego mozliwe wydaje sig
wyselekcjonowanie form zar6wno o obnizonej, jak i podwyzszonej zawartosci tego kwasu
w oleju rzepaku.

WNIOSKI

1. Efekty addytywnego dziatania genoéw obliczone dla kazdego roku oraz dwodch lat
lacznie byly istotne dla zawartosci wszystkich badanych kwasow thuszczowych.

2. U zadnego z badanych kwasow nie wystapity efekty zwigzane z dominowaniem oraz
niealleliczng interakcja loci w stanie heterozygotycznym.

3. Liczba genow lub grup genow Scisle ze sobg sprzezonych ktdorymi rdznity si¢ badane
formy rodzicielskie pod wzglgdem zawartosci poszczegodlnych kwasow ttuszczowych
wynosita od 1 do 4.
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