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MOLEIgULARNI MARKERI I KVALITET ULJA KOD
RAZLICITIH POPULACIJA 1Z RODA Brassicaceae

Dejana Saftic-Pankovic, Ana Marjanovic-Jeromela, Zvonimir Sakac, Radovan Marinkovi¢

U radu je ispitivano 25 sortnih populacija uljane repice (B. napus) i to dvadeset ozimih i pet jarih formi, zatim
tri populacije ozimog stocnog kelja (B. oleracea) i jedna populacija B. rapa.

Sastav visih masnih kiselina u ulju analiziran je gasnom hromatografijom. Polimorfizam genomske DNK, koja
je izolovana iz zamrznutih listova istih populacija, je ispitivan sa SSR markerima. Na osnovu polimorfnih
markera izracunate su geneticke distance izmedu ispitivanih populacija. Primenom statisticke analize klastera
(UPGMA) konstruisan je dendrogram koji prikazuje srodnost ispitivanih populacija. Rezultati o varijabilnosti
sastava visih masnih kiselina u ulju ispitivanih populacija roda Brassica su u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim analizom polimorfizma genomske DNK.

Kljucne reci: Brassicaceae, vise masne kiseline, PCR, mikrosateliti, GD

MOLECULAR MARKERS AND OIL QUALITY
IN DIFFERENT Brassicaceae POPULATIONS

In this paper 25 varietal populations of B. napus (20 winter and 5 spring type), three populations of B. oleracea
and one population of B. rapa were investigated. The composition of fatty acids in oil was examined by gas
chromatography. Polymorphism of genomic DNA, extracted from frozen leaves of the same plant material, was
screened with SSR markers. Genetic distances between examined populations were calculated on the basis of
polymorphic markers. Data were statistically analyzed with UPGMA method. The resulting dendrogram re-
vealed relations between examined populations. The results on variability of plant material based on fatty acid

composition of oil and differences in genomic DNA are comparable.
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UVOD

Rod Brassica se sastoji od preko 30 vrsta i
njihovih hibrida, koje su vedinom jednogodiSnje
ili dvogodisnje biljke. Uljana repica (B. napus L.),
nastala ukrStanjem B. rapa x B. oleracea, se gaji
kao ozima i jara forma. Na osnovu setvenih
povrsina na kojima se gaji u svetu, kao i na
osnovu prosecnih prinosa, uljana repica se nalazi
na trecem mestu medu uljanim biljnim vrstama
(1). U nasoj zemlji setvene povrsine uljane repice
su u porastu, narocito za ozimu formu koja ima
znacajno visi prinos (2). Seme uljane repice se
koristi za dobijanje ulja. Zbog visokog udela
dugolancanih nezasicenih viS§ih masnih kiselina,
eruka i linolenske kiseline, a niskog sadrzaja
oleinske i linolne kiseline ulje repice je ranije
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koriSteno uglavnom u tehni¢ke svrhe. Kao
rezultat selekcije na poboljSani sastav visih
masnih kiselina, danas se ulje uljane repice koristi
kao visokovredno jestivo ulje oleinskog tipa (3).
Geneticka varijabilnost savremenog opleme-
njivackog materijala uljane repice je mala zbog
ogranicenog geografskog porekla, a jo§ vise zbog
intenzivnog oplemenjivanja na specificne osobine
kvaliteta ulja i semena (4). Mnogo studija ukazuje
na pogodnost koriSc¢enja tehnika molekularnih
markera za utvrdivanje geneticke varijabilnosti
kod uljane repice. Za utvrdivanje geneticke dis-
tance (GD) do sada su koriSteni RFLP (5) i
SRAP markeri (6). RAPD markeri su takode
uspeSno primenjivani za ispitivanje varijabilnosti
izmedu sorti uljane repice (7, 8). Plieske i Struss
(9) su primenom SSR markera, i analize klastera
jasno razdvojili ozime i jare forme uljane repice.
U ovom radu ispitivali smo varijabilnost
ukupno 29 populacija iz roda Brassicaceae sa
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ciljem da se uporede rezultati dobijeni na nivou
genomske DNK kao i na nivou sastava viSih
masnih kiselina u ulju.

MATERIJAL IMETODE

Biljni materijal ispitivan u ovom radu je gajen
na oglednom polju u Rimskim Sanéevima. Od
402 linije uljane repice (S6 generacija posle
pocetnog ukrstanja u “gene pool”-u), koje su na
osnovu prezimljavanja svrstane u 5 grupa (2),
odabrano je ukupno 20 ozimih sortnih populacija
za ovo istrazivanje (GP 26, 57, 63, 81, 149, 152,
232,238,298, 303, 343, 352, 357, 360, 373, 410, 412,
446, 449, 468). Pored toga ispitivano je i 5 jarih
sorti (Pamnik, Ratnik, Jasna, Global, Galant),
kao i tri genotipa B. oleracea (NS-Bikovo, K-357,
Brassica oleracea var. acephala) i jedan genotip B.
rapa.

Genomska DNK je izolovana iz zamrznutih
listova (10), a ispitivanje polimorfizma je uradeno
sa SSR markerima, koji su informativni za sve
ispitivane vrste roda Brassica. Polimorfni markeri

su ocenjivani kao dominantni i na osnovu njih su
izraCunate geneticke distance (GD) izmedu
svakog para ispitivanih populacija (11). Matrica
sa GD izmedu svih parova ispitivanih populacija
je statisticki analizirana sa UPGMA (Unweighted
Pair Group Method using Aritmetic averages)
metodom da bi se dobio dendrogram (Statistica
for Windows, StatSoft 5.0, USA).

Sastav visih masnih kiselina u ulju iz semena
ispitivanih populacija odreden je gasnom hroma-
trografijom (Konig HRGC 4000B Gas chroma-
tograph, USA), nakon esterifikacije ulja (12).

REZULTATI I DISKUSIJA

Broj polimorfnih fragmenata po prajmeru je
varirao od dva (SSR OI10 i OI13) do Sest (SSR
NaRa2 E(07), a njihova duZina se kretala od 100
do 1000 bp (tabela 1). Prisustvo umnoZenih poli-
morfnih fragmenata (ukupno 21) je uporedeno za
svaki par ispitivanih populacija. Na osnovu toga
izracunate su GD, koje su se kretale od 0 do 88%
(rezultati nisu prikazani).

Tabela 1. Sekvence prajmera, te poloZaj markera na hromozomu (LG) i mapi [cM] (A),
njihov broj (B) i duZina [bp] (C)
Table 1. Primer sequences, the position of markers on linkage group (LG) and map [cM] (A),
their number (B) and size [bp] (C)

Prajmer Sekvenca (5°-3%)
Primer Sequence (5-3°) LG A B ¢
TGCAACAAGGAGACGATGAG
SSROUO| I TaAAATCCGOGACGTAGT N2 90.6 100-1000
ATGAAAACCAATCCAGTGCC N19 2.9
SSROI Y G ATAGCAGATGGAAGAGCCG | N10 P 150-200
TTCGCAACTCCTCCTAGAATC
SSROU3 | A AGGTCTCACCACCGGAGTC N2 68 130-250
. TGCAACGAAAAAGGATCAGC N10 46.6
SSRNI2 |1 GCTAATTGAGCAATAGTGATTCC|  N11 0 150-200
SSR Bn AATTGGCTTGGTAGCTGTCG N2 o1 300-800
0l110 ATAGGAATGGGATGCACAGG
SSRRa2 | ATTGCTGAGATTGGCTCAGG N10 46.6 100200
EO7 CCTACACTTGCGATCTTCACC N19 34.6

Rezultat UPGMA analize GD izmedu svih
ispitivanih populacija je prikazan kao dendro-
gram (slika 1) koji ilustruje srodnost ispi-
tivanih populacija. Izdvajaju se dva glavna
klastera, naznaceni kao A i B, sa GD od
priblizno 80%. U klasteru A se nalaze popu-
lacije B. rapa i B. oleracea. Klaster B se grana
na dva podklastera od kojih se jedan sastoji od
jarih a drugi od ozimih sortnih populacija

uljane repice. Grupisanje ozimih i jarih formi
je pronadeno i u drugim radovima (9, 13, 14).
Plieske i Struss (9) su koristili 81 SSR marker,
koji su rasprostranjeni po celom genomu, i
jasno razdvojili 32 sortne populacije B. napus
na dva klastera, u kojima su ozime odnosno
jare forme. U nasem radu GD izmedu ozimih i
jarih formi je bila oko 45%, Sto odgovara
literaturnim podacima (9).
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Tabela 2. Procentualni udeo visih masnih kiselina u ulju iz semena ispitivanih populacija. Posebno su
navedene srednje vrednosti i standardna devijacija za ozime i jare sortne populacije B. napus, te za ostale
populacije iz roda Brassica
Table 2. Percent of fatty acids in oil of examined populations. Mean values and standard deviations for
winter and spring forms of B. napus, and other Brassicaceae populations are indicated

. Vise masne kiseline (% ) / Fatty acids
Forma| Genotip — X X . : :
Palmitinska|Stearinska| Oleinska | Linolna [Linolenska| Arahidna | Behenska
Form | Genotype ” : ) : . ; : - )
Palmitic Stearic Oleic Linoleic | Linolenic | Arachidic | Bechenic
GP 81 4773 0,90 67,59 18,13 7,47 0,65 -
GP 149 4,79 0,77 66,82 17,45 8,91 0,67 -
GP 343 498 0,88 63,92 19,72 9,23 0,70 -
GP 352 4,94 0,75 68,22 17,36 7.47 0,71 -
GP 357 5,14 1,06 65,07 19,21 8,25 0,70 -
GP 373 4,75 0,80 69,72 16,43 7,13 0,57 -
. GP 410 5,00 0,75 68,88 17,29 6,85 0,65 -
Ozima
Winter|GP 412 4,94 0,81 68,73 17,09 7,15 0,69 -
GP 446 4,66 0,90 69,38 16,60 7,32 0,56 -
GP 449 4,69 0,69 67,81 17,64 7,95 0,63 -
GP 468 5,21 0,50 71,18 15,52 6,83 0,67 -
GP 360 5,07 0,90 66,77 18,09 7,99 0,60 -
Srednja 491 081 | 6784 | 1754 | 77 0,65 :
vrednost
stdev 0,18 0,14 2,01 0,78 0,78 0,05 -
Global 4,58 0,80 63,30 22,06 8,05 0,65 -
Galant 435 1,14 64,29 21,36 7,57 0,64 -
Pamnik 5,10 1,38 60,18 23.64 8,46 0,67 -
Jara |Ratnik 3 5,04 1,14 60,82 23,69 8,16 0,61 -
Spring (ya6na 415 0,84 66,13 19,62 8,07 0,66 -
Srednja 4,64 106 | 6294 | 2207 | 806 0,65 :
vrednost
stdev 0,42 0,24 2,46 1,70 0,32 0,02 -
B. rapa 3,02 0,88 17,71 11,24 7,38 9,10 47,81
B.oleracea 3,31 1,31 18,54 13,49 7,71 15,64 38,13
Osi NS Bikovo 1,53 0,93 16,29 11,45 7,58 11,04 48,14
zima
Winter[ K 357 1,55 0,96 16,35 11,20 7,46 11,16 47,95
Srednja 235 1,02 1722 | 1185 7,53 1174 | 4551
vrednost
stdev 0,95 0,20 1,10 1,10 0,14 2,77 4,92

U naSsem radu samo dve ozime forme,
0Z_GP3571 0OZ_GP360, su se izdvojile u klaster sa
jarim formama. Iako su GD izmedu jarih formi bile
male (< 22%), sve ispitivane populacije su se razli-
kovale. B. oleracea v. acephala se izdvojila u klaster
sa ozimim populacijama uljane repice na GD od
35%. GD izmedu ozimih formi uljane repice su bile

male (< 20% ). Cinjenica da dosta populacija ozime
uljane repice nije moglo da se razlikuje sa prime-
njenim markerima moZe da se objasni njihovim
zajednickim poreklom. Naime ispitivane linije su
bile u S6 generaciji nakon pocetnog ukrStanja u
”gene pool-u” (2), pa su GD izmedu njih jo$ nize
nego kod gajenih formi B. napus (15).

Uljarstvo, Vol. 37, broj 3-4

57



D. SAFTIC-PANKOVIC, A. MARJANOVIC-JEROMELA, Z. SAKAC, R. MARINKOVIC

(0]
o

~l
o
T

o
T

o @
S

pd
oy}

i
o
T

[#%]
o
T

[\*]
o
T

i

Genetska udaljenost Genetic distance

o

B_RAPA
K_357
NS_BIKOV
JASNA
GALANT
GLOBAL
RATNIK_3
PAMNIK
0Z_GR357
0Z_GP360
B_OLERAC

0Z_GP343
0Z_GP373

Oz _GP149

0Z_GP152

0OZ_GP_863

0Z_GP_57

0OZ GP_26

0Z_GP303
0Z_GP298
0Z_GP410
0Z GP412
0OZ GP446
0Z_GP449
0OZ_GP468
0Z_GP352
0Z_GP238
0Z_GP232
0Z_GP_81

Slika 1. Dendrogram dobijen klaster analizom 29 populacija iz roda Brasicaceae
na osnovu polimorfnih SSR markera

Figure 1. Dendrogram obtained by cluster analysis of 29 Brasicaceae populations
based on polymorphic SSR markers

Uobicajeni sastav viSih masnih kiselina u
neselekcionisanim genotipovima iz roda Brassica
(B. napus, B. rapa i B. juncea) je sledeci: 5%
palmitinska, 1% stearinska, 15% oleinska, 14%
linolna, 9% linolenska i 45% eruka kiselina (16).
Ulje koje je pozeljno za ljudsku ishranu treba da
ima malu koli¢inu zasicenih viSih masnih kiselina i
eruka Kkiseline, vi§i nivo linolenske kiseline
(omega-3 masna kiselina), a zbog bolje oksidativ-
ne stabilnosti poZeljan je visoki sadrzaj oleinske
kiseline. U tabeli 2 se vidi da je najznacajnija
razlika u kvalitetu ulja izmedu B. napus, te B. rapa
1 B. oleracea, povecani procenat zastupljenosti
oleinske kiseline i smanjeni procenat dugolan-
¢anih zasicenih viSih masnih kiselina (arahidne i
behenske kiseline), $to je rezultat oplemenjivanja
na poboljsani kvalitet ulja za ishranu. Jare sortne
populacije su imale manji procenat oleinske
kiseline od ozimih. Varijabilnost procentualnog
udela oleinske kiseline izmedu ozimih sortnih
populacija bila je najmanja, kao Sto je i dobijeno
sa molekularnim markerima. Interesantno je da
su dve ozime sortne populacije koje su na osnovu
razlike u genomskoj DNK sli¢nije jarim sortama
(0OZ_GP357 1 OZ_GP360) i po kvalitetu ulja bile
slicnije jarim sortama, odnosno imale su niZi
procentualni udeo oleinske, a visi procentualni
udeo linolne 1 linolenske kiseline.

ZAKLJUCAK

Rezultati o varijabilnosti sastava viSih masnih
kiselina u ulju ispitivanih populacija roda Brassica
su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim

analizom polimorfizma genomske DNK. Ovo
ukazuje da se primenjeni SSR markeri nalaze na
genomskoj mapi u blizini lokusa za kvalitet ulja.
Cilj daljih istraZivanja je definisanje veéeg broja
markera za gene koji odreduju razlicit kvalitet
ulja, kako bi se selekcija za ovu osobinu mogla
pouzdano izvoditi i na molekularnom nivou.
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