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Wprowadzenie

Len zwyczajny (Linum usitatissimum L.) jest jedng z najstarszych uprawnych
ro$lin oleistych i wtoknistych (Dewilde 1983, Woyke i Musnicki 1999, Zohary i Hopf
2000, Kulig i Kotodziejczyk 2020). W przesztosci len byl znany jako strategiczna
uprawa wiokiennicza. W dzisiejszych czasach znaczenie Inu jako produktu naturalnego
i przyjaznego dla $rodowiska jest zwigzane z jego wielostronnym zastosowaniem.
Wiekszo$¢ uprawianych na §wiecie odmian Inu zwyczajnego dostarcza olej o typowym
dla tego gatunku sktadzie kwasow tluszczowych, tj.: palmitynowego (C16:0; ~ 6%),
stearynowego (C18:0; ~ 3%), oleinowego (C18:1; ®-9; ~ 16-20%), linolowego (C18:2;
®-6; ~ 13-18%) i a-linolenowego (C18:3; w-3; ~ 52-60%). Olej ten jako bogate Zrodio
kwasu a-linolenowego (®-3) wykorzystywany jest w przemysle spozywczym,
do celow dietetycznych oraz farmaceutycznych (Ziemlanski i Budzynska-Topolowska
1991, Ashri 1992, Przystawski i Bolestawska 2006, Barcelo-Coblijn i Murphy 2009,
Paszczyk i in. 2007, Spasibionek 2013). Duzy udziat tego kwasu w diecie ma pozytywne
dziatanie w profilaktyce i leczeniu powaznych choréb cywilizacyjnych, takich jak rak
piersi, prostaty, choroby uktadu krazenia, trawiennego i otytosci. Olej Iniany o wysokiej
zawartosci kwasu a-linolenowego, o wlasciwosciach szybkoschngcych jest takze
sktadnikiem farb, lakierow i bejc.

Istotnym ograniczeniem wykorzystania oleju Inianego na szerokg skalg jest jego
niska trwatos¢. Ze wzgledu na wysoka zawartos¢ kwasu a-linolenowego olej Iniany
jest wrazliwy na dziatanie $wiatta oraz temperatury i dlatego ulega szybkim przemianom
sensorycznym oraz chemicznym obnizajacym jego wartos¢ odzywcza (Drozdowski
2007, Matthaus 2011, Matthaus i in. 2011, Kruszewski i in. 2013).

Wychodzac naprzeciw wymaganiom rynku, w IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu
podj¢to prace nad wytworzeniem odmiany Inu o zmienionych proporcjach kwasoéw
thuszczowych tj. obnizonej zawarto$ci kwasu a-linolenowego i uzyskaniu form
0 stosunku kwasow: linolowego do a-linolenowego 1:1 oraz 2:1. Taki sktad kwasow
thuszczowych warunkuje wyzsza trwalo$¢ produktu nie pogarszajac jego wartosci
dietetyczne;j.

Cel badan

Zalozenia do prowadzonych badan

Len zwyczajny (Linum usitatissimum L.) jest wazng ro$ling oleistg. Z tego
tez wzgledu, niezwykle pozadany jest postep biologiczny towarzyszacy wprowadzaniu
nowych odmian — bardziej plennych, odpornych na choroby, jak rowniez lepszych
pod wzgledem cech ksztattujacych parametry jakosciowe nasion. Jego wielko$¢,
jak 1 tempo wdrazania, jest uwarunkowane przede wszystkim wiedza z zakresu
genetycznych podstaw proceséw 1 zjawisk majgcych na celu ulepszenie roslin
uprawnych, jak réwniez wykorzystaniem w hodowli metod i technologii opartych
na wiedzy z zakresu biologii, genetyki i biotechnologii.
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Hipotezy badawcze

1. Zgromadzenie kolekcji wartosciowych form wyjsciowych Inu zwyczajnego
jest niezbedna do zapewnienia szerokiej puli genowej, koniecznej do poszukiwan
pozadanych cech fenotypowych.

2. Analiza sposobu dziedziczenia oraz oszacowanie parametrow genetycznych
jest odpowiednia metoda do kompleksowej oceny materiatow hodowlanych
oraz do wyboru form o $cisle okreslonych cechach.

3. Metody oparte na markerach molekularnych sa wlasciwym narzgdziem
dla zwigkszenia skutecznosci selekcji pozadanych genotypow Inu 0 zmienionym
profilu kwasow thuszczowych.

Gléwny cel badan

Uzyskanie na drodze rekombinacji materiatow wyjsciowych Inu oleistego
o zmienionym profilu kwasow ttuszczowych do hodowli nowych odmian o zawartosci
kwasow linolowego do a-linolenowego w proporcji 1:1 oraz 2:1 warunkujacych wyzsza
trwatosci oleju nie pogarszajac jego wartosci zywieniowych.

Cele szczegolowe

1. Ocena rdéznorodnosci fenotypowej pod wzgledem cech agronomicznych
i jakosciowych odmian i rodéw hodowlanych Inu zwyczajnego w zgromadzonej
kolekcji w Krajowym Centrum Roslinnych Zasobéw Genowych IHAR-PIB
w Radzikowie oraz w IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu.

2. Analiza zdolnosci kombinacyjnych oraz ocena dziedziczenia i odziedziczalnosci
kwasow tluszczowych 18-to weglowych w mieszancach F1 otrzymanych
z krzyzowan w ukladzie diallelicznym kompletnym, zréznicowanych
geograficznie odmian i linii hodowlanych Inu oleistego i wtdknistego.

3. Ocena przydatno$ci markerow molekularnych CAPS réznicujacych allele genow
LUFAD3 do selekcji rekombinantow Inu oleistego 0 zmienionej zawarto$ci
kwasu a-linolenowego.
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Material i metody
Material badawczy

— Kolekcja 31 odmian i rodow hodowlanych Inu zwyczajnego pochodzacych
z roznych stref klimatycznych.

— Do badan nad sposobem dziedziczenia kwasow tluszczowych 18-weglowych
z kolekcji wybrano 6 genotypow zréznicowanych pod wzgledem zawartosci
kwasow: oleinowego, linolowego i a-linolenowego:

e dwie odmiany oleiste: Oliwin i Szafir o typowych dla Inu oleistego
proporcjach kwasow tluszczowych, odpowiednio: oleinowego 17,8%;
19,2%; linolowego 15,6%; 11,8% i a-linolenowego 58,0%; 59,3%,

e dwie odmiany widkniste: Eskalina i Modran o proporcjach kwasow
tluszczowych, odpowiednio: oleinowego 23,1%; 21,0%, linolowego
15,7%; 18,0% i a-linolenowego 52,3%; 50,4%,

¢ dwa kanadyjskie rody hodowlane typu Linola: Linola KLA i Linola KLB
o zawartosci kwasu oleinowego, odpowiednio: 17,0%; 17,6%, wysokiej
zawarto$¢ kwasu linolowego 71,3%; 70,2% 1 skrajnie obnizonej
zawartosci kwasu a-linolenowego 2,1%; 2,2%.

— Do badan molekularnych wybrano 6 linii rodzicielskich wykorzystanych
do krzyzowan w uktadzie diallelicznym.

Metody
1. Ocena polowa

Kolekcje 31 odmian i rodow hodowlanych badano w doswiadczeniach polowych
w IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu, zatozonych metodg losowanych blokow
w 4 powtorzeniach, w trzech sezonach wegetacyjnych 2013-2015. W trakcie wegetacji
przeprowadzono oceng cech agronomicznych: poczatek wschodow wyrazony w liczbie
dni od daty siewu, poczatek kwitnienia (data) wyrazonej liczbg dni od daty siewu
dla okreslenia wczesnosci, koniec kwitnienia w celu okreslenia dtugo$ci kwitnienia oraz
plon nasion (t ha). W zebranych nasionach oznaczono MTN (g), zawarto$¢ thiszczu
(%) oraz sktad kwasow tluszczowych: palmitynowego, stearynowego, oleinowego,
linolowego i a-linolenowego w oleju (%).

2. Krzyzowania diallelicznne

Dla przeprowadzenia szczegdtowej charakterystyki genetycznej Inu zwyczajnego
na zawarto$¢ kwasow: oleinowego, linolowego i a-linolenowego w oleju z nasion
mieszancéw F1 wykonano krzyzowania dialleliczne w uktadzie kompletnym 6 form
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(Oliwin, Szafir, Eskalina, Modran, Linola KLA, Linola KLB) 0 zr6znicowanym sktadzie
kwasow tluszczowych 18-weglowych.

3. Ocena mieszancow F1 pod wzgledem zréznicowania skladu kwaséw
tluszczowych 18-weglowych

Z uzyskanymi 30 mieszancami pokolenia F1 (z krzyzowan w uktadzie
diallelicznym) oraz 6 formami rodzicielskimi przeprowadzono doswiadczenia polowe
w IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu w dwoch sezonach wegetacyjnych 2014, 2016.
Doswiadczenia przeprowadzono w uktadzie blokow kompletnie zrandomizowanych,
w czterech powtorzeniach. Po osiggnigciu pelnej dojrzatosci nasion oznaczono
zawarto$¢ kwasow: oleinowego, linolowego, a-linolenowego w oleju (%).

4. Analiza biochemiczna nasion

Zawarto$¢ tluszczu w nasionach oznaczano za pomocg szerokopasmowego
analizatora magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) firmy Newport Instruments
LtD (Krzymanski 1970).

Sktad kwasoéw thuszczowych oznaczano metoda chromatografii gazowe;j
na chromatografie firmy Hewlett Packard, Agillent Technologies 6890N Network
GC System. Przygotowanie estrow metylowych kwasow tluszczowych oraz wycene
iloSciowg chromatograméw wykonano wg metody opracowanej przez Byczynska
i Krzymanskiego (1969). Rozdzialu estrow metylowych dokonywano na kolumnie
kapilarnej DB-23 o dlugosci 30 m. Jako gaz no$ny stosowano wodor. Temperatura
kolumny wynosita 200°C, detektora 220°C natomiast czas rozdzialu okolo 10 minut.
Przebieg rozdzialu chromatograficznego rejestrowano, a wyliczenia udziatu
poszczegolnych kwasow thuszczowych wykonano za pomoca programu Chemstation.

5. Ocena molekularna zréznicowania genetycznego Inu

Zréznicowanie genetyczne oceniono przy wykorzystaniu markeréw typu CAPS
(ang. Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) (Konieczny i Ausubel 1993, Jourdren
I in. 1996, Drenkard i in. 1997) specyficznych dla alleli genu LUFADS.

Metoda polowek nasion

Dla przygotowania materialu roslinnego do badan molekularnych wykorzystano
zmodyfikowang metode potowek nasion (Jousse i in. 2010, Walkowiak i in. 2022).
W warunkach kontrolowanych [22°C/17°C (16h-dzien/8h-noc)] z pojedynczych
skietkowanych nasion linii rodzicielskich wypreparowywano zarodki w celu uzyskania
milodych siewek do izolacji DNA. Fragment liScienia z korzonkiem zarodkowym
umieszczano W doniczkach z ziemig ogrodnicza, a nastgpnie przenoszono do pokoju
hodowlanego o ustalonych parametrach temperatury i $wiatta [((22°C/17°C (dziefi/noc)
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i 16h fotoperiod)] w celu uzyskania mtodych siewek do izolacji DNA. Drugi fragment
liScienia stuzyt do o0znaczenia sktadu kwasow tlhuszczowych (Rys. 1).

Czesc z korzeniem zarodkowym
zawierajace liscienie i embrion

Nasiono Inu

Czes$¢ z liscieniami Rosliny z potéwek nasion

Selekcja

B —

\ 4

Wybor roslin Inu do analiz DNA
na podstawie sktadu kwasow
tluszczowych

Analiza metodg chromatografiigazowej

Rys 1. Schemat metody potowek nasion — zmodyfikowany na podstawie publikacji
Jousse i in. (2010).

Analiza CAPS

Analizy markerow CAPS wykonano dla wyizolowanych z mtodych lisci Inu
probek DNA (uzyskanych metoda potéwek nasion) poprzez ekstrakcje buforem
z CTAB (ang. Cetyl Trimethylammonium Bromide) wedlug Doyle i Doyle (1990),
po ich odpowiednim rozcienczeniu. Aby uzyska¢ marker, fragment genu LUFAD3A
zawierajacy czesci eksonu 5, eksonu 6 oraz intron znajdujacy si¢ pomiedzy
tymi eksonami byt amplifikowany przy uzyciu dwoch specyficznych starterow
do PCR. Sekwencja startera komplementarnego do eksonu 5 genu LUFAD3A
byta identyczna z sekwencja startera zastosowanego przez Vrinten i in. (2005)
(FA3eVF -5-CAGTGACCTGTTCGCACCG-3"). Sekwencje drugiego startera,
komplementarnego do eksonu 6 genu LUFAD3A zaprojektowano de novo na podstawie
sekwencji badanego genu (Vrinten i in. 2005) oraz sekwencji genomowej Inu (Wang
i in. 2012) (FA3e6R — 5'-ACAGCCTGCAGCATACATCA-3").

Dla kazdej badanej probki, czgs¢ mieszaniny po amplifikacji pozostawiano jako
kontrol¢ bez trawienia, a dla drugiej czesci produkt PCR trawiono wybranym enzymem
restrykcyjnym (Thermo Scientific lub New England BioLabs). W analizach
zastosowano sze$¢ roznych enzymow (Pvul, Hindlll, BsuRI, Hinlll, Vspl i Trull).

7
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Podczas planowania analiz szczegdlng uwage zwrocono na to, aby ilosci DNA w probee
trawionej enzymem oraz w probce kontrolnej byty takie same. Mieszaning reakcyjng
do reakcji trawienia przygotowywano poprzez dodanie do mieszaniny po amplifikacji
odpowiedniego enzymu restrykcyjnego z buforem. Enzym dodawano oddzielnie
do kazdej probki — jako ostatni sktadnik, aby unikna¢ jego dezaktywacji.

Produkty reakcji dla probek trawionych i1 kontrolnych rozdzielano za pomoca
elektroforezy w 1,8% zelu agarozowym. Prazki w zelu barwiono bromkiem etydyny
1 dokumentowano w §wietle UV przy uzyciu systemu obrazowania zelu Vilber Lourmat
Quantum ST4 1000. Jako wzorzec wielkosci fragmentow zastosowano DNA faga
Lambda trawiony enzymami restrykcyjnymi Hindlll i EcoRlI (MBI Fermentas).
Szacunkowe rozmiary fragmentow DNA obliczono na podstawie ich wzglgdnej pozycji,
stosujac modut analizy masy czasteczkowej oprogramowania Vilber Lourmat Quantum-
Capt.

6. Analiza statystyczna

Do analizy wariancji wykorzystano program wilasny ANVAR. Natomiast
wyznaczenie wspotczynnikow korelacji oraz porownanie S$rednich wykonano
z wykorzystaniem programu Microsoft Excel. Istotno$¢ zrdéznicowania badanych
obiektow zostala ustalona w analizach wariancji dla doswiadczenia na podstawie
wspotczynnika Snedecora i obliczonych najmniejszych roznic istotnych statystycznie
dla poziomu ufnosci p=0,05. W celu okreslenia réznic migdzy badanymi obiektami
przeprowadzono analizy wariancji dla 11 cech. Na podstawie odlegltosci Mahalanobisa
obliczonych dla tych cech wykorzystujac metode Warda wykreslono dendrogram
podobienstwa oleistych odmian i rodéw Inu zwyczajnego.

Obliczenia parametrow genetycznych oraz odziedziczalnos¢ wykonano
dla mieszancéw pokolenia F1 z wykorzystaniem programu DGH2 (Kala i in. 1996)
opracowanego dla potrzeb doswiadczen genetyczno-hodowlanych obejmujacych migdzy
innymi do§wiadczenia z genotypami uzyskanymi z krzyzowan diallelicznych.

W celu oceny efektow GCA (ang. general combining ability) i SCA
(ang. specific combining ability) w uktadzie krzyzowan diallelicznych (metoda
I wg Griffinga), przyjeto model liniowy analizy wariancji (Griffing 1956).

Dla przeprowadzenia analizy genetycznej oszacowano parametry (D, Hi, Ho, F,
h?) wg Mathera (1949). Przy pomocy tych parametréw obliczono wspdtczynniki
genetyczne w celu okreslenia dominujacego lub recesywnego dziatania genéw (Hayman
1954).

Oceny podstawowych charakterystyk genetycznych takich jak stopien dominacji
(H1/DY?), liczba grup genéw wykazujacych dominacje (h?/Hz), stosunek liczby alleli
dominujacych do recesywnych (H2/4xHi), stosunek liczby gendéw dominujacych
do recesywnych [(DH1)Y2+F]/[(4DH1)Y2-F], odziedziczalnos¢ w szerokim (h?BS)
i waskim (h2NS) sensie przeprowadzono wg Mathera i Jinksa (1982).
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Omowienie wynikow

W publikacji Walkowiak i in. (2018) pt. ,,Ocena zmiennosci i wspotzaleznosci
cech uzytkowych w kolekcji oleistych odmian i rodow Inu zwyczajnego (Linum
usitatissimum L.)” przedstawiono oceng roznorodnosci fenotypowej pod wzgledem cech
agronomicznych 1 jakosciowych kolekcji Inu  zwyczajnego, zgromadzonej
w Krajowym Centrum Roslinnych Zasobéow Genowych IHAR-PIB w Radzikowie
oraz w IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu w celu wykorzystania jako materiat wyjsciowy
w tworzeniu nowych oleistych odmian Inu zwyczajnego o zmienionych proporcjach
kwasow ttuszczowych.

Badano 26 odmian i 5 rodéw hodowlanych Inu zwyczajnego pochodzacych
z Europy oraz Ameryki Pétnocnej i Poludniowej. Zestaw 31 obiektéw kolekcyjnych
oceniano w doswiadczeniach na poletkach IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu w ciggu
trzech sezonow wegetacyjnych, 2013-2015. Doswiadczenia zaktadano metoda
losowanych blokow w 4 powtorzeniach. W trakcie wegetacji przeprowadzono oceng
11 cech tj. poczatek wschodow, poczatek i koniec kwitnienia wyrazony w liczbie dni
od daty siewu oraz plon nasion (t ha). W zebranych nasionach oznaczono mase 1000
nasion (g), zawarto$¢ thuszczu (%) oraz zawartos¢ kwasow thuszczowych:
palmitynowego, stearynowego, oleinowego, linolowego, a-linolenowego w oleju (%).

Analizujac gltéwne cechy agronomiczne stwierdzono, ze dwie odmiany Inu
brazowonasiennego, wegierska Szegedi 30 (2,11 t ha) i angielska Peak (2,02 t ha)
uzyskaly istotnie wyzszy plon nasion od wszystkich badanych obiektow
oraz od najlepiej plonujacej (bedacej wzorcem w doswiadczeniach COBORU) polskiej
odmiany Bukoz (1,21 t hal). Selekcja materiatéw hodowlanych nastawiona jest rowniez
na otrzymanie odmian o masie 1000 nasion powyzej 6,5 gramow, jako wazny sktadnik
struktury plonu. Wsréd ocenianych materiatow osiem form charakteryzowato sig istotnie
wyzsza masg 1000 nasion w przedziale (7,4-9,6 g). Zdecydowanie najwigksze nasiona
(> 9 g) wyksztalcaty trzy odmiany Lindor (9,0 g), Golda (9,4 g) i Eurodor (9,6 Q).
Obecnie w pracach hodowlanych, poza wysokim plonowaniem, dazy si¢ do uzyskania
odmian wczesnych wykorzystujacych zgromadzone zasoby wilgoci z okresu zimowo-
wiosennego. Sposrod badanej Kolekcji najwczesniej rozpoczynaty kwitnienie dwie
francuskie odmiany Lindor i Eurodor, od 8,4 do 7,0 dni wcze$niej od najpozniej
rozpoczynajacej kwitnienie odmiany Jantarol. Ponadto odmiany te charakteryzowaty
si¢ najdluzszym okresem kwitnienia (cecha plonotworcza), odpowiednio 27,7 i 29,7 dni.

W tworczej hodowli nowych odmian Inu oleistego niezbg¢dne jest rowniez
dysponowanie materiatem kolekcyjnym o pozadanych cechach jakosciowych nasion
tj. wysokiej zawartosci tluszczu oraz o zroznicowanej zawartosci kwasow tluszczowych
w oleju z nasion. Przeprowadzona ocena wykazata, ze trzy odmiany (Golda,
AcMc-Duff, Oliwin) i dwa genotypy (Linola KLB, Linola KLA) charakteryzowaty
si¢ istotnie wyzszg zawarto$cig tluszczu (44,6 i 46,1%) w stosunku do S$redniej
wszystkich obiektow (42,4%). Sposrod szesSciu badanych cech jakosciowych nasion
najwiekszg zmiennos$cig charakteryzowaty sie¢ dwie cechy: zawarto$¢ kwasu linolowego,
(wspodtczynnik zmiennosci 76,3%) i zawarto$¢ kwasu a-linolenowego, (wspotczynnik
zmiennosci  41,3%). Wysokie wspoélczynniki zmiennoSci zawartosci  kwasow:
linolowego i o-linolenowego wskazuja na mozliwosci selekcji w kierunku dalszych
zmian zawarto$Ci tych zwigzkow.
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W dalszym etapie badan w celu okreslenia podobienstwa pod wzgledem
11 analizowanych cech agronomicznych i jako$ciowych dla 31 form Inu zwyczajnego,
zastosowano algorytm aglomeracji tych cech wykorzystujac analizg¢ skupien metoda
Warda. Wyodrebniono pig¢ grup skupien, z ktorych na szczegolng uwage zastuguje
najdalej oddalona od pozostatych, grupa piata skupiajaca pig¢ form o skrajnie obnizonej
zawartosci kwasu a-linolenowego w nasionach (od 2,2% do 15,8%). Grupa ta stanowi
odrebng pule genowa, ktora moze by¢ wykorzystana do prac badawczo-hodowlanych
w kierunku uzyskania odmian o zmienionym skfadzie kwaséw tluszczowych
wielonienasyconych.

W drugiej publikacji pt. ,,Variation and genetic analysis of fatty acid composition
in flax (Linum usitatissimum L.)” (Walkowiak i in. 2022) zamieszczono wyniki badan
prowadzonych pod katem o0Szacowanie parametrow genetycznych 1 sposobu
dziedziczenia zawarto$ci wielonienasyconych kwasoéw ttuszczowych w oleju badanych
odmian, a takze wytypowanie najlepszych mieszancow do wytworzenia nowego typu
odmian Inu oleistego o zréwnowazonej proporcji kwasow ttuszczowych linolowego
do a-linolenowego.

Do krzyzowania diallelicznego (model | Griffinga) (Griffing 1956) wybrano
sze$¢ form Inu o znacznie zréznicowanym skladzie kwasow tluszczowych.
Dwie odmiany Inu oleistego Oliwin i Szafir o bardzo wysokiej zawartosci kwasu
a-linolenowego (~ 60%), dwa rody Inu oleistego Linola KLA i Linola KLB,
wyselekcjonowane z mutantow, o wysokiej zawartosci kwasu linolowego (> 70%)
I skrajnie obnizonej zawartosci kwasu a-linolenowego (~ 2,0%) oraz dwie odmiany Inu
wioknistego Eskalina, Modran o zawartosci kwasu a-linolenowego (< 50%).

Doswiadczenia polowe z uzyskanymi 30 mieszancami  pokolenia
F1 oraz 6 formami rodzicielskimi przeprowadzono w IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu,
w dwoch sezonach wegetacyjnych 2014, 2016 metodg losowanych blokow
W 4 powtdrzeniach.

W badaniach nad zmiennoscia genetyczng linii rodzicielskich oraz mieszancow
oceniono wariancj¢ ogolnej 1 specyficznej zdolnosci kombinacyjnej, komponenty
genetyczne oraz odziedziczalno$¢ dla trzech kwasow tluszczowych: (C18:1; ®-9),
(C18:2; ®-6), (C18:3; -3).

Z przeprowadzonej analizy efektow GCA i SCA oraz obliczonego stosunku
GCAJ/SCA wynika, ze addytywne dziatanie genow odgrywato glowna rolg w tworzeniu
zawartosci kwasow: linolowego i a-linolenowego, natomiast nieaddytywne dziatanie
gendéw decydowato o zawartosci kwasu oleinowego. Obliczone efekty GCA dla linii
rodzicielskich wskazuja na istotny, a jednoczesnie rézny wplyw na potomstwo.
Na szczegdlne podkreslenie zashuguja dwa genotypy typu Linola (Linola KLA i Linola
KLB) o istotnie najwyzszej dodatniej wartosci GCA dla zawartosci kwasu linolowego
I istotnie najwyzszej ujemnej warto§ci GCA dla zawartosci kwasu a-linolenowego.
Ocena SCA wykazata, ze obecnos$¢ tych genotypéw W 5 kombinacjach mieszancoéw
F1 daje mozliwos¢ wyselekcjonowania odmian o proporcji kwasow linolowego
do a-linolenowego w typie 1:1 i 2:1, pozadanych ze wzgledu na wolniejszy proces
oksydacji oleju.

Przeprowadzona analiza wariancji wg Haymana (1954) potwierdzita wysoce
istotne, addytywne dziatanie genow determinujacych zawarto$¢ kwasu linolowego
i a-linolenowego. Wykazano rowniez, ze dla tych kwasow wystgpita istotnie najwyzsza
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dominacja genéw. Wérdd mieszancoéw F1 stwierdzono ponadto asymetri¢ w rozkladzie
alleli  genow  determinujacych  zawarto$¢ kwasow  oleinowego, linolowego
i a-linolenowego.

Wykonano roéwniez ocen¢ parametrow genetycznych wg Mathera i Jinksa
(1982). Dla zawartosci kwasow: linolowego i o-linolenowego oceny parametroOw
addytywnych (D) byly zdecydowanie wyzsze od nieaddytywnych (Hi, Hz i h?)
I sa potwierdzeniem addytywnego dziatania gené6w w determinowaniu zawartosci tych
kwasoéw. Ocena sredniego stopnia dominowania (Hi/D)Y? dla kwasu oleinowego
wykazala, ze w warunkowaniu tej cechy wystapita calkowita dominacja natomiast
cze$ciowa dominacja dla kwasow: linolowego i a-linolenowego. Oszacowana liczba
grup genow (h%Hy) kontrolujacych gromadzenie si¢ kwaséw thuszczowych w oleju
nasion mieszancow F1 wykazata obecnos¢ jednej grupy genow dla tych kwasow.
Na podstawie iloczynu czestotliwosci alleli we wszystkich loci (H2/4xH1) stwierdzono,
ze wystgpila prawie roéwna czestotliwos¢ alleli dominujacych i recesywnych
dla kwasow: oleinowego, linolowego i a-linolenowego. Obliczony stosunek liczby alleli
dominujacych do recesywnych ([(DH1)Y2+F]/[(4DH1)¥?-F) wykazat,
ze W warunkowaniu zawartosci tych kwasow decyduje przewaga genéw dominujacych
nad recesywnymi. Wysokie Wspotczynniki odziedziczalnoéci w szerokim (h?BS)
i waskim (h?NS) sensie potwierdzily addytywne dzialanie genéw w dziedziczeniu
kwasow: linolowego i o-linolenowego. Natomiast dla kwasu oleinowego niskie
ich warto$ci potwierdzity nieaddytywne dziatanie genow w determinacji tej cechy.

Trzecia publikacja wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej zatytutowana
,,Cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS) markers for characterization of the
LUFAD3A gene from various flax (Linum usitatissimum L.) cultivars” (Walkowiak
i in. 2022) przedstawia zakres prac prowadzonych nad opracowaniem markeréw
genetycznych do identyfikacji zmutowanych alleli genow LUFAD3 w genomie Inu
oleistego i wioknistego z zastosowaniem markeréw CAPS dla zwigkszenia skutecznosci
selekcji pozadanych genotypdéw o zmienionych proporcjach kwasow thuszczowych.

Do badan molekularnych wybrano dwie odmiany Inu oleistego Oliwin i Szafir
0 bardzo wysokiej zawartosci kwasu o-linolenowego (> 58%), dwie odmiany Inu
wioknistego Eskalina i Modran o zawartoséci kwasu a-linolenowego (< 51%), dwa rody
hodowlane Inu oleistego Linola KLA i Linola KLB o wysokiej zawartosci kwasu
linolowego (~ 70%) i skrajnie obnizonej zawartosci kwasu a-linolenowego (~ 2,0%).
Do tych badan wykorzystano metod¢ potéwek nasion, z ktorych jedng poddano analizie
sktadu kwasow tluszczowych, a druga izolacji DNA. W bazie danych
dla genomu Inu (GenBank), znaleziono sekwencje dwoch genow LUFAD3. W oparciu
0 dane literaturowe stwierdzono, ze za Obnizenie zawartosci kwasu a-linolenowego
w nasionach Inu decydujg zmutowane geny LUFAD3A i LUFAD3B. Wykorzystujac
ta wiedze w celu uzyskania markerow CAPS opracowano startery do amplifikacji tylko
jednego genu LUFAD3A.

W  wyniku przeprowadzonego genotypowania dla szeSciu form Inu
zroznicowanych pod wzgledem zawartosci kwasoéw thuszczowych 18-weglowych
w odmianie Szafir wykryto polimorfizm w amplifikowanym fragmencie genu
LUFAD3A, ktory pozwala na odréznienie tej odmiany od pozostatych badanych form Inu
oleistego 1 wioknistego. Zastosowany marker CAPS natomiast nie potwierdzit obecno$ci
zmutowanych alleli genu LUFAD3A, specyficznych dla niskolinolenowych form Inu
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oleistego Linola KLA i Linola KLB. Uzyskane wyniki sugeruja, ze za brak aktywnosci
desaturazy FAD3 w tych liniach odpowiada inna mutacja. Oznacza to, ze kolejnym
waznym etapem badan bedzie identyfikacja istotnych miejsc mutacji odpowiedzialnych
za ceche¢ niskiej zawartosci kwasu a-linolenowego w nasionach rodow Linola KLA
I Linola KLB. Badania te bedg dotyczy¢ identyfikacji polimorfizméw potencjalnie
wplywajgcych na zmiane aktywnosci desaturazy FADS3.

Podsumowanie i wnioskKi

Postep w hodowli Inu oleistego zalezy od posiadanej zmienno$ci genetycznej
oraz od zastosowanych metod selekcji. Przeprowadzone badania wykazaly,
ze zroznicowanie fenotypowe form rodzicielskich przy jednoczesnym ich zréznicowaniu
genetycznym zwicksza prawdopodobienstwo otrzymania transgresyjnych mieszancow.
Uzyskane wyniki potwierdzity, ze efektywna selekcja mieszancow dla hodowli
jakosciowej Inu oleistego powinna by¢ oparta zarbwno na metodach genetyki ilosciowej,
jak rowniez wspomagana markerami molekularnymi oraz odpowiednimi metodami
biometrycznymi.

1. Zgormadzona w banku genow Krajowego Centrum Roslinnych Zasobow
Genowych IHAR-PIB w Radzikowie oraz w IHAR-PIB, Oddziat w Poznaniu
kolekcja odmian i rodéw hodowlanych Inu zwyczajnego wykazata duze
zrdéznicowanie cech agronomicznych i jako§ciowych.

2. Sposrod pieciu wyodrgbnionych grup jednorodnych, grupa piata (najdalej
oddalona od pozostatych) skupita trzy odmiany (Amon, Linola, Lola) i dwa rody
hodowlane (Linola KLA, Linola KLB) o najwigkszej zmiennosci zawarto$ci
kwasow thuszczowych tj. podwyzszonej zawartosci kwasu linolowego (C18:2;
®-6) i skrajnie obnizonej zawartosci kwasu a-linolenowego (C18:3; ®-3)
w oleju z nasion.

3. Analiza dziedziczenia wykazata, ze addytywne dziatanie gendéw odgrywato
kluczowa rolg w tworzeniu i dziedziczeniu zawartosci kwasoéw: linolowego
i a-linolenowego natomiast nieaddytywne dziatanie genéw decydowato
o zawartosci kwasu oleinowego.

4. Genotypy rodzicielskie typu Linola (Linola KLA i Linola KLB), o istotnie
najwyzszej dodatniej warto$ci GCA dla kwasu linolowego i istotnie najwyzszej
ujemnej wartosci GCA dla kwasu a-linolenowego odpowiednio zwigkszaty
zawarto$¢ kwasu linolowego 1 obnizaly zawarto$¢ kwasu a-linolenowego
w nasionach mieszancow.

5. Na podstawie efektow SCA wyodrebniono 5 kombinacji krzyzowan z rodami
typu Linola, ktore daja mozliwos¢ wyselekcjonowania form Inu oleistego
0 zmienionej zawartosci kwasow tluszczowych: linolowego (C18:2; ®-6)
i a-linolenowego (C18:3; o-3) w proporcji 1:1 oraz 1:2.

6. Nowe formy hodowlane o zmienionych proporcjach kwasoéw thuszczowych
zostang wiaczone do dalszych doswiadczen, a ponadto stanowia cenny materiat
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do wytworzenia odmian, z ktorych bedzie mozna pozyskiwac olej o wydtuzonej
trwatos$ci.

7. Wykazano, ze marker CAPS moze by¢ wykorzystany do identyfikacji genow
odpowiedzialnych za proces desaturacji kwasu a-linolenowego (C18:3; ®-3)
w genotypach Inu oleistego.

8. Zastosowany marker nie potwierdzit obecno$ci zmutowanych alleli genu
LUFAD3A, specyficznych dla niskolinolenowych form Inu oleistego Linola KLA
i Linola KLB. Uzyskane wyniki sugeruja, ze za brak aktywnosci desaturazy
FAD3 w tych liniach odpowiada inna mutacja.

9. W odmianie Szafir wykryto polimorfizm w amplifikowanym fragmencie genu
LUFAD3A, ktory pozwala na odrdznienie jej od pozostatych badanych form Inu
oleistego 1 wtoknistego.
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