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Rzepak (Brassica napus L.) jest wazng rosling
hodowlana strefy klimatu umiarkowanego. Olej
rzepakowy znajduje coraz szersze zastosowanie
nie tylko w przemysle spozywczym, lecz takze
w technologii, jako surowiec do produkcji bio-
paliwa. Na $wiecie prowadzone sg prace, majace
na celu uzyskanie niskoglukozynolanowych
odmian rzepaku, wykazujacych jednoczesnie
zroznicowanie pod wzgledem zawartosei 1 sktadu
kwasow thuszczowych. Istotne jest, aby hodowli
jakosciowej towarzyszyla selekcja z zastoso-
waniem jednoznacznych i efektywnych metod,
jakie stanowia markery DNA, nie podlegajace
modyfikujacemu wplywowi srodowiska, co zna-
czaco przyspiesza i upraszcza proces hodowlany.
Praca zawiera przeglad danych literaturowych
dotyczacych poszukiwania i zastosowania mar-
kerow DNA w hodowli jako$ciowej rzepaku
ozimego, odmian o zmodyfikowanej zawartosci
kwasoéw tluszczowych, w aspekcie wykorzysta-
nia oleju rzepakowego jako surowca w przemys-
le spozywczym, chemicznym oraz do produkcji
biopaliwa. Przedstawiono kluczowe etapy proce-
su biosyntezy kwasoéw tluszczowych w komor-
kach roslinnych z uwzglednieniem enzymow
regulatorowych, ktorych ekspresja moze miec
wplyw na poziom danego kwasu thuszczowego
w materiale zapasowym nasion.

rzepak ozimy (Brassica napus L.), hodowla jakosciowa, markery DNA, kwasy

winter rapeseed (Brassica napus L.), quality breeding, DNA markers, fatty acids

Rapeseed (Brassica napus L.) belongs to the
most important oilseed crops cultivated in the
moderate climate regions of the world. Rapeseed
oil is applied not only for human nutrition but
also it is used as a raw material in industry and
technology, for biofuel production. Several
approaches are being undertaken in order to
obtain low-glucosinolates rapeseed cultivars
of different fatty acids composition and content.
In such a case, marker assisted selection is of
great value due to its capability of no-doubt
discrimination between homo- and heterozygotes,
irrespective of the changing environmental
conditions. This review comprises published
data concerning the use of DNA markers in
quality breeding of rapeseed cultivars with
differentiated fatty acids content. In addition,
a metabolic pathway of fatty acids biosynthesis
in plant cells is presented, including the regulatory
enzymes responsible for particular fatty acids
level in the seed storage oils.
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Wstep

Thuszcze — estry glicerolu i wyzszych kwasoéw thuszczowych, sa cennym
zrodtem surowcow stosowanych w przemysle spozywczym oraz w technologii.
Stanowia znaczacy element diety cztowieka ze wzgledu na wysoka warto$é
energetyczna. Thiszcze roslinne gromadzone sa jako materiat zapasowy w mikro-
somach zlokalizowanych w komoérkach nasion. Olej z nasion uzyskiwany jest na
drodze ttoczenia lub ekstrakcji.

Okoto dziewigcdziesigciu procent produkcji olejoéw roslinnych przeznacza-
nych jest do konsumpcji. Sa spozywane gtéwnie jako oleje satatkowe i smazalnicze
oraz w formie margaryn i tluszczoOw piekarniczych. Tluszcze ro§linne stanowia
rowniez cenny surowiec dla celow technicznych — do produkcji biopaliwa,
smardw, olejow hydraulicznych, a takze warstw ochronnych, tworzyw sztucznych,
mydet i detergentéw (Altin i in. 2001; Topfer i in. 1995) (tab. 1). Jednym z gtow-
nych zrédet oleju roslinnego, szczegdlnie istotnym w strefie klimatu umiarko-
wanego, jest rzepak. W Polsce zajmuje on 97% powierzchni przeznaczonej pod
uprawe ro$lin oleistych. Nasiona odmian rzepaku ozimego w suchej masie
zawieraja 42—49% oleju, podczas gdy jarego okoto 40% (Krzymanski 1984). Jego
jako$¢ 1 przeznaczenie zaleza przede wszystkim od proporcji kwasow thusz-
czowych, wchodzacych w sklad oleju: palmitynowego, stearynowego, oleinowego,
linolowego, linolenowego i1 erukowego (Krzymanski 1970; Thormann i in. 1996)

(rys. 1).

a) kwas laurynowy — lauric acid C12.0 CH3—(CH3)1,-COO~
b) kwas mirystynowy — myristic acid C14.o CH3—(CH3)12—COO™~
c) kwas palmitynowy — palmitic acid C1e:0 CH3—(CH3)14—COO~
d) kwas stearynowy — stearic acid C1s:o CH3s—(CH3)16-COO0O~
e) kwas oleinowy — oleic acid C1s:1 (A9) CH3s—(CH3);—CH=CH—(CH;);—COO~

f) kwas linolowy — linoleic acid C1s2 (A9 A12)
CHs—(CH3)4~CH=CH-CH,—CH=CH—-(CH,);—COO"

g) kwas linolenowy — linolenic acid C 1g:3 (A9 A12 A15)
CH3—CH>-CH=CH-CH>-CH=CH-CH>-CH=CH—(CH);—COO~

h) kwas erukowy — erucic acid Cy2.1 (A13) CH3—(CH3);—CH=CH—(CH3)11—COO"

Rys. 1. Wzory chemiczne kwasow tluszczowych wystegpujacych w olejach roslinnych — Chemical
formulas of fatty acids present in plant oils
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Cele i metody modyfikacji zawartosci kwasow tluszczowych
w oleju wystepujacym w nasionach rzepaku

W zaleznosci od sposobu wykorzystania wymagana jest rozna zawarto$¢
poszczegolnych kwasow ttuszczowych (Harwood 1996; Rakow i Raney 2003) (tab. 2).
Dla celow spozywcezych, dla ktorych wykorzystywana jest wigkszo$¢ produko-
wanego oleju rzepakowego — wymagany jest olej bezerukowy, poniewaz kwas ten
okazatl si¢ szkodliwy dla zdrowia cztowieka (Krzymanski 1970). Ze wzgledow
dietetycznych olej rzepakowy stanowi cenne zroédto wielonienasyconych kwasow
thuszczowych — linolowego i linolenowego, nalezacych do grupy tzw. niezbed-
nych nienasyconych kwasow thuszczowych (NNKT), ktore nie sa syntetyzowane
w organizmie czlowieka i zwierzat, a wigc musza by¢ dostarczane z zewnatrz,
W pozywieniu i paszy pochodzenia roslinnego. NNKT wchodza w sktad bton
komoérkowych, ostonek mielinowych (sfingolipidy), umozliwiaja usuwanie z orga-
nizmu nadmiaru cholesterolu, jak rowniez biora udziat w tworzeniu prostaglandyn,
zaangazowanych w reakcje odpornosciowe organizmu (Roy i Tarr 1997; Fitzpatrick
i Scarth 1998). Prowadzone od ponad dwudziestu lat badania kliniczne wykazaty,
ze szczegodlnie kwasy thuszczowe o trzech wigzaniach nienasyconych, jak kwas
linolenowy, sa istotne dla prawidlowego wzrostu i rozwoju organizmow. Pehia
one wazne funkcje w zapobieganiu i leczeniu: choroby wiencowej, nadci$nienia,
cukrzycy, a takze stanow zapalnych oraz zaburzen uktadu odpornosciowego.
Wazna jest rowniez proporcja zawartosci kwasow o trzech wiazaniach niena-
syconych do zawarto$ci kwaséw o dwoch wiazaniach — optymalnie powinna
wynosi¢ 1 :2. Sposérdd zrodet pochodzenia roslinnego, olej rzepakowy otrzymy-
wany z odmian podwojnie ulepszonych stanowi najlepsze zrédto NNKT, przed
Inem, pachnotka oraz soja (Simopoulos 2000). W przypadku, gdy olej rzepakowy
przeznaczony jest do spozycia jako olej salatkowy (bez koniecznos$ci uprzednigj
obrobki technologicznej) pozadana jest zawarto$¢ kwasu linolenowego na pozio-
mie od 10 do 14%, a wigc taka jak wystgpuje u odmian podwdjnie ulepszonych.
Jednak, gdy olej wykorzystywany jest do smazenia lub do produkcji margaryn,
podczas obrobki termicznej wykazuje niestabilnos¢ smakowo—zapachowa. Wymaga
rowniez stosowania duzych ilosci katalizatora oraz stwarza mozliwos¢ powsta-
wania toksycznych izomerdéw ,.trans-"” w procesie utwardzania thuszczoéw. Dlatego
dla potrzeb obrobki technologicznej w przemysle spozywczym wymagana jest
obnizona zawarto$¢ kwasu linolenowego w oleju do okoto 3% (Scarth i McVetty
1999).

Dla potrzeb technologii oraz przemyshu chemicznego, kosmetycznego i far-
maceutycznego korzystna jest wysoka zawarto$¢ kwasu erukowego lub oleinowego
(ponad 80%). Coraz powszechniej olej rzepakowy stosowany jest w technologii
do produkcji biokomponentow biopaliw (Altin i in. 2001). W tym celu wymagana
jest podwyzszona zawarto$¢ kwasu oleinowego (powyzej 80%), przy obnizonej
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zawarto$ci kwasu linolenowego (ok. 3% 1 mniej); kwas ten jest przyczyna psucia
si¢ oleju podczas sktadowania oraz utleniania w trakcie estryfikacji metylowej,
prowadzonej przy produkcji biopaliwa.

Nalezy jednak zwroci¢ uwage na sposob wykorzystania oleju, jak i $ruty
poekstrakcyjnej lub wytlokéw z odmian niskolinolenowych. Olej dla celéw spo-
zywezych ze wzgledow dietetycznych, jak wspomniano, powinien charakte-
ryzowac si¢ stosunkiem kwasu linolowego do kwasu linolenowego nie szerszym
niz 2 : 1. Olej pozostaje takze w $rucie poekstrakcyjnej i wytlokach, ktore sa
wykorzystywane jako pasze dla zwierzat hodowlanych. Jego wilasciwy sktad ma
takze wplyw na warto$¢ dietetyczna produktow spozywczych pochodzenia
zwierzgcego (Simopoulos 2000).

Mozliwos$¢ zastosowania olejow roslinnych do réznych celow w przemysle
spozywczym, farmaceutycznym oraz w technologii, powoduje rozwdj badan
majacych na celu modyfikacje sktadu i zawartosci poszczegélnych kwasow tlusz-
czowych w oleju rzepakowym (Murphy 1996). Prace prowadzone z zastosowaniem
metod hodowli jakoSciowej roslin umozliwiaja selekcje i hodowle roslin o $cisle
okreslonych cechach. Modyfikacje zawarto$ci i sktadu kwaséw tluszczowych
w materialach hodowlanych dokonywane sa na drodze krzyzowan genotypow
o roznych proporcjach kwaséw thuszczowych, jak réwniez mutagenezy oraz inzy-
nierii genetycznej. Wprowadzenie nowych genotypow do odmian hodowlanych
wymaga prowadzenia hodowli rekombinacyjnej, ktorej towarzyszy selekcja roslin
w oparciu o analizy cech jakosciowych.

Metody analizy zawartosci kwasow tluszczowych
w hodowli jakosciowej rzepaku

Analiza fenotypu

W celu selekcji odmian o okreslonym sktadzie i zawartosci kwasow thuszczo-
wych stosuje si¢ chromatograficzng analiz¢ kwasoéw thuszczowych pochodzacych
z nasion (Byczynska i Krzymanski 1969; Krzymanski 1970). Aby uzyska¢ infor-
macje o danym genotypie we wczesnych stadiach rozwoju roslin prébowano
analizowa¢ zawarto$¢ kwasow thuszczowych w pytku. Jednak wyniki analizy pytku
nie sa adekwatne do zawarto$ci kwasow thuszczowych w dojrzalych nasionach,
z ktorych otrzymuje si¢ olej (Evans i in. 1987).

Stosowana metoda umozliwia badanie wylacznie cech fenotypowych, ktore
jak wykazaly badania (Bartkowiak-Broda i Krzymanski 1983) ulegaja modyfiku-
jacemu wpltywowi srodowiska. Stad obiektywna ocena zawartosci kwasow thusz-
czowych metoda analizy chromatograficznej jest utrudniona; cecha ta szczegdlnie
zalezy od takich czynnikéw, jak temperatura oraz §wiatto. Przykladowo, rosliny
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hodowane i selekcjonowane w szklarni, po przeniesieniu do warunkow polowych
wykazuja czgsto odmienne wilasnosci. Ponadto analiza fenotypu nie pozwala na
odréznienie homo- od heterozygoty. Proces selekcyjny jest wigc wydhuzony,
bardziej praco- i czasochtonny.

Analiza genotypu

Coraz szersze zastosowanie w programach hodowlanych znajduja markery
DNA (Krzymanski 1997). Selekcja przy uzyciu markerow (ang. MAS — marker
assisted selection) dokonywana jest w oparciu o sprz¢zenie pomigdzy markerem
a locus odpowiedzialnym za dziedziczenie danej cechy (Ribaut i in. 1997). Metody
oparte na analizach DNA umozliwiaja bezposrednie okreslenie genotypu na prob-
kach, ktore moga by¢ pobrane z réznych cze¢sci roslin, znajdujacych si¢ w réoznych
fazach rozwojowych, z pominigciem zmienno$ci niedziedzicznej (Krzymanski
1997). Dlatego markery DNA stanowia dogodne narzgdzie selekcji i znajduja coraz
szersze zastosowanie (Tanksley i in. 1989). Ponadto niektoére markery, np. — typu
RFLP, AFLP, markery mikrosatelitarne (SSR) oraz markery allelo-specyficzne
umozliwiaja odroznienie homo- od heterozygoty (Kesseli i in. 1992).

W programach hodowlanych rzepaku réwniez sa stosowane markery DNA.
Prowadzone sa prace majace na celu znalezienie istotnych dla selekcji markeréw
cech uzytkowych, jak réwniez skonstruowanie map genetycznych w oparciu
o r6znego typu markery DNA (Bartkowiak-Broda 1997).

Biosynteza tluszczow zapasowych w komorkach roslinnych

W przypadku poszukiwania metod modyfikacji sktadu i zawarto$ci poszcze-
gblnych kwasow thuszczowych, stanowiacych material zapasowy nasion roslin
oleistych, jak rowniez w celu opracowania specyficznych markerow, analiza
metabolicznego szlaku biosyntezy kwasow thuszczowych w komorkach ros§linnych
umozliwia okreslenie enzyméw regulatorowych, kluczowych dla ekspresji danej
cechy jakosciowej. W wielu laboratoriach na $wiecie prowadzone sa badania
w tym zakresie (Topfer i in. 1995; Slabas i in. 2002; O’Hara i in. 2002).

W komorkach roslinnych synteza de novo kwaséw thuszczowych przebiega
wylacznie w stromie plastydow. Powstaja tam gtownie kwasy o dtugosci tancu-
chow wynoszacej 16 atoméw wegla (kwas palmitynowy — rys. 1c) i 18 (kwas
stearynowy — rys. 1d). W obrebie plastydow zachodzi rowniez tworzenie
pierwszego wiazania podwojnego (A-9; synteza kwasu oleinowego rys. le). Dalsze
etapy modyfikacji reszt kwasow tluszczowych, jak réwniez tworzenie triacylo-
gliceroli (TAG) zachodza w cytozolu (rys. 2).
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Pierwszym etapem ograniczajacym szybko$¢ biosyntezy kwasow tlusz-
czowych w plastydach jest formowanie malonylo-CoA (malonylo-koenzymu A)
z acetylo-CoA oraz reszty HCO;™. Proces ten, zalezny od ATP, katalizowany jest
przez karboksylaze acetylo-CoA (E.C. 6.4.1.2). Nastgpnie zachodzi sukcesywne
wydtuzanie tancuchéw o kolejne dwa atomy wegla. Proces ten katalizowany
jest przez kompleks enzymatyczny okre§lany jako syntaza kwasow ttuszczowych
(ang. FAS — fatty acid synthase) typu II. Poszczegolne enzymy tego kompleksu
stopniowo dotaczaja dwie jednostki weglowe, pochodzace z malonylo-CoA, do
rosnacego tancucha acylowego, przytaczonego do czasteczki biatka przenoszacego
grupy acylowe (ang. ACP — acyl carrier protein). Kwasy tluszczowe utworzone
w plastydach (palmitynowy, stearynowy i oleinowy) sa odlaczane od ACP.
Reakcja ta jest katalizowana enzymatycznie przez tioesteraz¢ — hydrolaze
oleiloacylo-ACP (E.C. 3.1.2.14). U niektoérych gatunkéw roslin tioesterazy sa
enzymami kluczowymi, kontrolujacymi dlugos¢ tancuchow kwasow thuszczowych
krétszych niz 18 atomdéw wegla. Reszty acylowe sa stopniowo eksportowane do
cytozolu, a nastgpnie przeksztalcane w estry acylo-CoA przez enzym — syntazg
acylo-CoA, zlokalizowana w zewngtrznej otoczce plastydow.

Dalsze etapy wydluzania tancuchow kwasoéw thuszczowych oraz ich modyfi-
kacji zachodza w cytozolu, na zewnetrznej blonie siateczki §rodplazmatycznej.
Triacyloglicerole sa tworzone poprzez stopniowa acylacje glicerolo-3-fosforanu
(G3P). Acylotransferaza glicerolo-3-fosforanowa katalizuje utworzenie kwasu
lizofosfatydowego, ktoéry moze by¢ przeksztatlcony do fosforanu diacyloglicerolu
przez acylotransferaz¢ kwasu lizofosfatytowego (LPAAT, E.C.2.3.1.51); jest to
enzym specyficzny substratowo. Na przyktad u rzepaku jest on najbardziej
efektywny dla kwasow nienasyconych o 18 atomach wegla, natomiast nie wlacza
on kwasu erukowego oraz kwasoéw ttuszczowych o $rednich tancuchach weglo-
wych w pozycj¢ druga (sn-2) podczas syntezy triacylogliceroli. Fosforan diacylo-
glicerolu jest przeksztalcany z udziatem fosfatazy w diacyloglicerol, ktory
nastgpnie moze by¢ przeksztatcony w triacyloglicerol (poprzez acylotransferaze
diacyloglicerolu — DAGAT, E.C. 2.3.1.20), albo moze by¢ wykorzystany do
syntezy lipidow membranowych. Triacyloglicerole sa przechowywane w ciatach
thuszczowych.

Wielonienasycone kwasy tluszczowe sa produkowane przez desaturazy
zwiazane z btonami. Kwas linolowy (rys. 1f) powstaje w wyniku desaturacji kwasu
oleinowego, z udzialem desaturazy okreslanej jako A12 DES. Kwas linolenowy
(rys. 1g) natomiast — wskutek desatutracji kwasu linolowego, z udziatem desaturazy
A15 DES, okres$lanej rowniez jako desaturaza FAD-3 (ang. fatty acid desaturase)
(Barret i in. 1999). U rzepaku i innych gatunkéw rodzaju Brassica, bogatych
w kwas erukowy (rys. lh), odrgbny szlak prowadzi do erukoilo-CoA, poprzez
dwuetapowa elongacje oleoilo-CoA (Topfer i in. 1995) (rys. 2).
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Proby modyfikacji skladu i zawartosci kwasow tluszczowych
w oleju nasion rzepaku

Nasycone kwasy tluszczowe
— kwas stearynowy, palmitynowy, mirystynowy i laurynowy

Obecnie, olej rzepakowy pochodzacy z odmian podwdjnie ulepszonych
zawiera najnizszg ilo$¢ nasyconych kwasow ttuszczowych, ktérymi sa kwas palmi-
tynowy 1 stearynowy (ok. 6% — tab. 2). Jest to cecha korzystna ze wzgledow
dietetycznych, gdy olej rzepakowy wykorzystywany jest jako olej satatkowy (tab. 2).
Wykazano, ze kwasy: laurynowy (rys. la) i mirystynowy (rys. 1b) (nie wyste-
pujace naturalnie w oleju rzepakowym) oraz palmitynowy (rys. 1c¢) naleza do grupy
nasyconych kwasow tluszczowych powodujacych wzrost poziomu cholesterolu we
krwi, przyczyniajac sig¢ do rozwoju choroby wiencowej. Kwas stearynowy (rys. 1d)
natomiast nie wywoluje takiego efektu (Eskin i in. 1996). Ze wzgledow komer-
cyjnych dazy si¢ do dalszego obnizenia sumy nasyconych kwasow thuszczowych
— do wartosci ponizej 4%, z zastosowaniem metod hodowli rekombinacyjnej oraz
mutagenezy (Scarth i McVetty 1999; Raney i in. 2003).

W przypadku, gdy olej uzyskany z nasion rzepaku jest przetwarzany i wyma-
ga procesu utwardzania, korzystna jest podwyzszona zawarto$¢ nasyconych kwasow
thuszczowych. Taki olej stanowitby alternatywe dla thuszczoéw zwierzgcych oraz dla
thuszczé6w uzyskiwanych z roslin tropikalnych (Scarth 1999). Probowano uzyskac
substytut dla masta kakaowego poprzez podwyzszenie zawartosci kwasu steary-
nowego w oleju rzepakowym. W 1992 r. Knutzon i in. (w: Topfer i in. 1995)
obnizyli aktywno$¢ desaturazy A9 DES (rys. 2), poprzez represje genu tego
enzymu, z zastosowaniem antysensowego cDNA. DNA komplementarny (cDNA)
dla sekwencji kodujacej A9 DES Brassica rapa zostal poddany, w odwrotnej
orientacji, organo-specyficznej ekspresji w nasionach rzepaku, pod kontrola
promotora genu napiny. Spowodowalo to znaczny spadek ilosci tej desaturazy,
wywolujac zmniejszenie ilosci kwasu oleinowego. W efekcie, w uzyskanych
ro$linach transgenicznych kwas stearynowy stanowit do 40% zawartosci kwasow
thuszczowych. W innych badaniach osiagni¢to wzrost zawartosci kwasu steary-
nowego do 11% poprzez transformacje genem tioesterazy, specyficznej dla diugich
fancuchow u soi (Topfer i in. 1995). Skrzyzowanie tej linii z linig transgeniczna
produkujaca 13% kwasu stearynowego dato w efekcie forme produkujaca okoto
45% kwasu stearynowego.

Do ponad 20% podwyzszono zawarto$¢ kwasoéw palmitynowego i steary-
nowego w transgenicznych roslinach rzepaku transformowanych genem ace-
tylotransferazy z Phaseolus vulgaris (Topfer i in. 1995). Natomiast poprzez
transformacje genem acetylotransferazy z Cuphea lanceolata uzyskano rzepak
syntetyzujacy takze kwas mirystynowy i charakteryzujacy si¢ wysoka zawarto$cia
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kwasoéw nasyconych; zawarto$¢ kwasu mirystynowego i palmitynowego wynosita
okoto 43% (Rudloff i in. 1999). Uzyskano takze transgeniczne ro$liny rzepaku
syntetyzujace kwas laurynowy (rys. la) (38%), wprowadzajac gen tioesterazy
acylo-ACP z Umbellularia californica. Olej taki znajduje zastosowanie w prze-
mysle spozywczym, chemicznym i kosmetycznym (tab. 1) (Topfer i in. 1995).

Kwas oleinowy

Jednonienasycony kwas tluszczowy o osiemnastu atomach weggla — kwas
oleinowy (rys. le) stanowi ponad 60% zawartosci kwasow ttuszczowych w oleju
uzyskiwanym z podwdjnie ulepszonych odmian rzepaku ozimego (tab. 2). Olgj
z tych odmian ma charakter uniwersalny i znajduje zastosowanie w przemysle
spozywczym — jako olej salatkowy, smazalniczy, thuszcz piekarniczy oraz
w przemy$le chemicznym, kosmetycznym, farmaceutycznym i technologii (tab. 1).
W przypadku, gdy olej poddawany jest dziataniu wysokiej temperatury (smazenie),
jak rowniez podczas obrobki technologicznej (utwardzanie, estryfikacja metylo-
wa), wymagane jest podwyzszenie zawartosci kwasu oleinowego w oleju — do
okoto 75% — dla celow spozywczych i powyzej 80% dla celow przemystowych
i technologicznych. Taka modyfikacja powoduje wzrost stabilnosci oleju.

Aby uzyska¢ wzrost zawartosci kwasu oleinowego stosowano metode muta-
genezy i hodowli rekombinacyjnej. Uzyskano w ten sposob genotypy Brassica
napus zawierajace powyzej 80% zawartosci kwasu oleinowego, przy obnizonej
zawartosci kwasu linolowego i linolenowego (Wong i in. 1991). W Polsce,
w Zaktadzie Roslin Oleistych (ZRO) Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
(IHAR) w Poznaniu, metoda mutagenezy chemicznej uzyskano wysokooleinowe
genotypy (ok. 80%), ktore sa wprowadzane do hodowli (Spasibionek i in. 2000).

Przy realizacji projektow badawczych wykorzystuje si¢ takze metody
inzynierii genetycznej. W wyniku zastosowania strategii ,,anty-sensu” uzyskano
ro$liny, ktorych nasiona zawieraly okoto 83% kwasu oleinowego. Zablokowano
ekspresj¢ desaturazy kwasu oleinowego (A12 DES — rys. 2), poprzez transfor-
macj¢ roslin genem tej desaturazy, w odwrotnej orientacji. Skrzyzowanie tej linii
z mutantem (zawierajacym okoto 78% kwasu oleinowego) pozwolito uzyskac
ro$liny zawierajace 88% kwasu oleinowego (Topfer i in. 1995). Rosliny wyjsciowe
zawieraly okoto 60% tego kwasu. Podobne efekty uzyskano wykorzystujac efekt
kosupresji — transformujac rosliny genem desaturazy A12 DES (Stoutjesdijk i in.
1999).

Kwas linolenowy

Zaleta oleju rzepakowego jest wystepowanie kwasu linolenowego (rys. 1g),
niezbednego w diecie czlowieka, stanowiacego prekursor istotnych dla organizmu
metabolitow (Fosatti 1994). Olej rzepakowy odmian podwdjnie ulepszonych
zawiera okoto 11% kwasu linolenowego; mniej niz olej nasion soi, wigcej
natomiast niz olej oliwek i olej palmowy (Scarth i McVetty 1999).
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Jednak, ze wzgledu na niestabilno$¢ oleju o wysokiej zawarto$ci wieloniena-
syconych kwasow tluszczowych, programy hodowli rzepaku w $wiecie sa ukierun-
kowane na obnizanie, do okoto 3%, zawarto$ci kwasu linolenowego w nasionach

rzepaku.
Ponad 25 lat temu uzyskano mutanta rzepaku jarego o obnizonej zawartosci
kwasu linolenowego — w wyniku poddania odmiany ,,Oro” chemicznej muta-

genezie (Rakow 1973; Robbelen i in. 1975). Uzyskany mutant (M11) zostat uzyty
do krzyzowan z liniami hodowlanymi B. napus. Otrzymano w ten spos6b odmiany
o niskiej zawartosci kwasu linolenowego — ,,Stellar” (Scarth i in. 1988) oraz
»Apollo” (Scarth i in. 1994). Olej uzyskiwany z nowych odmian jest bardziej
stabilny 1 trwaly (Scarth i McVetty 1999). Dlatego prowadzone sa prace majace na
celu wprowadzenie tej cechy do odmian hodowlanych rzepaku. Na $wiecie prace
hodowlane nad wprowadzeniem cechy niskiej zawartosci kwasu linolenowego
do istniejacych juz stabilnych, podwojnie ulepszonych odmian rzepaku prowadzo-
ne sa przez firmy hodowlane: Ag Seeds (Australia), Cargill (Francja i Kanada),
Danisco Seeds (Dania), Limagrain (Kanada), University of Manitoba (Kanada),
Norddeutsche Pflanzenziichtung (NPZ, Niemcy), AAFC Saskatoon (Kanada),
University of Guelph (Kanada), University of Helsinki oraz Boreal Plant Breeding
(Finlandia). Uzyskane genotypy zawieraja ok. 7% kwasu linolenowego (Scarth
i McVetty 1999).

W Polsce, w Zaktadzie Roslin Oleistych IHAR w Poznaniu, prowadzone sa
prace, ktorych celem jest uzyskanie odmian podwdjnie ulepszonych, o obnizonej
zawarto$ci kwasu linolenowego. Obejmuja one, migdzy innymi, wprowadzanie
cechy obnizonej zawartosci kwasu linolenowego do ozimych odmian podwojnie
ulepszonych (,,00”) poprzez krzyzowanie z jarymi odmianami niskolinolenowymi
»Stellar” 1 ,,Apollo”. Uzyskane stabilne genotypy (linie wsobne do pokolenia Fg —
ang. near isogenic lines — NILs) zawieraja okoto 3% kwasu linolenowego.
Ponadto podejmowano proby uzyskania nowych mutacji droga mutagenezy fizycz-
nej poprzez naswietlanie promieniami X oraz dziatanie mutagenami chemicznymi,
jak metanosulfonian etylu (EMS). Mutanty uzyskane wskutek dziatania pro-
mieniami X okazatly si¢ niezdolne do Zycia, natomiast mutageneza chemiczna
(dziatanie EMS) pozwolita uzyskaé¢ rosliny nadajace si¢ do dalszej hodowli
(Spasibionek i in. 1998; Spasibionek i in. 2000).

Analiza jako$ciowa nasion rzepaku pochodzacych z genotypoéw o zmodyfiko-
wanej zawartos$ci kwasow thuszczowych opierala sig, jak dotad, gtéwnie na bada-
niach metodami biochemicznymi. Jednak, jak zaznaczono powyzej, ich stosowanie
pozwala jedynie na oceng fenotypu. Wraz z rozwojem metod i technik biologii
molekularnej, pracom hodowlanym zaczyna coraz powszechniej towarzyszy¢
selekcja z zastosowaniem markeré6w molekularnych. Szczegolnie w przypadku
selekcji odmian o zroznicowanej zawartosci kwasu linolenowego zastosowanie
markerow staje si¢ bardzo pomocne (Sommers i in. 1998). W wielu osrodkach na



Markery DNA w hodowli jakoSciowej rzepaku ozimego ... 45

$wiecie prowadzone sa badania majace na celu opracowanie markerow DNA spe-
cyficznych dla cechy zawartosci kwasu linolenowego. Sklonowano i zsekwencjo-
nowano cDNA desaturazy kwasow tluszczowych FAD3 rzepaku ozimego (Arondel
i in. 1992). Znaleziono markery typu RFLP oraz RAPD (Tanhuanpii i in. 1995),
jak rowniez SCAR, sprzgzone z zawartoscia kwasu linolenowego (Hu i in. 1999).
Scharakteryzowano takze loci sprzezone z zawartosScia kwasu linolenowego
z zastosowaniem markerow typu RAPD (Jourdren i in. 1996a) oraz RFLP
(Thormann i in. 1996). Sukcesem badawczym bylo znalezienie markeréw DNA
specyficznych dla alleli genu FAD3, wystgpujacych w odmianach jarych typu
Stellar i Apollo. Zostaly one opatentowane i sa dostgpne za optata licencyjna
(Barret i in. 1999). Réwniez w ZRO THAR w Poznaniu prowadzone sa badania
majace na celu zastosowanie markerow DNA sprze¢zonych z niska zawartoscia
kwasu linolenowego w rekombinantach uzyskanych w wyniku krzyzowan linii
podwojnie ulepszonych rzepaku ozimego z odmianami Stellar i Apollo (Mikotaj-
czyk i in. 1999) oraz opracowanie markerdow DNA specyficznych dla uzyskanych
niskolinolenowych mutantow.

Kwas erukowy

Kwas erukowy (rys. 1h) jest jednonienasyconym kwasem thuszczowym
nalezacym do grupy tzw. kwasow thuszczowych o bardzo dhugim tancuchu (ang.
VLCFA — very long chain fatty acids). Wystgpuje naturalnie w wysoko-
erukowych (ang. HEAR — high erucic acid rapeseed) odmianach rzepaku, gdzie
stanowi okoto 50% ogolnej zawartosci kwasow thuszczowych u form ozimych,
a okoto 40% u form jarych (tab. 2). Stosowany jest jako dodatek do smarow
1 rozpuszczalnikéw, srodek zmigkczajacy tkaniny oraz pochodna amidowa w syn-
tezie polimerow (Topfer i in. 1995), a takze moze by¢ stosowany jako materiat
wyjsciowy do produkcji tworzyw sztucznych, odpornych na wysoka temperature.
Jednak mozliwosci te nie sa wykorzystywane, poniewaz 50% zawarto$ci tego
kwasu w oleju rzepakowym stanowi o nieoptacalnosci proceséw technologicznych.
Gdyby zawartos¢ kwasu erukowego wynosita ponad 90% w oleju, wtedy znalaztby
on szerokie zastosowanie w przemysle oraz w technologii. Podejmowano proby
modyfikacji zawartosci kwasu erukowego w oleju nasion rzepaku z zastosowaniem
metod inzynierii genetycznej. Transformacja roslin rzepaku o wysokiej zawartosci
kwasu erukowego (HEAR) konstruktem zawierajacym gen LPAAT (rys. 2)
z Lymnanthes douglasii L. — ro$liny wytwarzajacej trierucyng (9% ogolnej
zawartosci triacylogliceroli) umozliwita uzyskanie roslin rzepaku zawierajacych
trierucyng. Jednak ogolny poziom kwasu erukowego u tych transformantéw nie
przekroczyt poziomu roslin nietransformowanych. Nieco lepsze efekty uzyskano
w przypadku, gdy najpierw blokowano endogenna LPAAT z zastosowaniem
strategii ,,anty-sensu”, a potem wprowadzano LPAAT egzogenna (Liihs i in. 1999).
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Dla celow spozywczych natomiast wymagane jest wyeliminowanie kwasu
erukowego z oleju, poniewaz jest on szkodliwy. W przypadku hodowli odmian
bezerukowych, metody analizy chromatograficznej zawartosci kwasow
thuszczowych sa dogodne i skuteczne; odmiany zeroerukowe sa jednoczesnie
homozygotami. Natomiast podczas selekcji odmian wysokoerukowych sytuacja
jest bardziej ztozona, poniewaz cecha ta kontrolowana jest przez dwa geny, wigc
jednoznaczna identyfikacja homozygot jest niemozliwa z zastosowaniem jedynie
klasycznych metod selekcji — w oparciu o analizy cech fenotypowych. Dlatego
poszukiwano markery DNA, ktore umozliwityby rozrdznienie homo- od hetero-
zygoty. Analizowano pokolenie linii podwojonych haploidow uzyskane z krzyzo-
wania odmian wysoko- i niskoerukowych. Z wykorzystaniem markeréw typu
RAPD okre$lono dwie grupy — dwa loci: E1 oraz E2, sprzezone z cecha wysokiej
zawarto$ci kwasu erukowego (Jourdren i in. 1996b; Thormann i in. 1996)

Podsumowanie

e Olej rzepakowy stanowi cenne zrodto kwasow thuszczowych znajdujacych
szerokie zastosowanie w zywieniu cztowieka i zwierzat, w przemysle spo-
zywczym, chemicznym, farmaceutycznym, kosmetycznym oraz do produkcji
biopaliwa. W zaleznosci od sposobu wykorzystania, wymagana jest rozna
zawarto$¢ poszczegolnych kwasow ttuszczowych w oleju rzepakowym.

e  Wyznaczenie celow i kierunkéw hodowli jakosciowej odmian rzepaku ozimego
o zroznicowanym sktadzie i zawartosci kwasow thuszczowych wydaje si¢ by¢
priorytetowym zadaniem, kluczowym dla wielu dziedzin.

e Jednym z zadan hodowli jakoSciowe] jest uzyskanie genotypow charakte-
ryzujacych sig zréznicowanym sktadem i zawartoscia kwasow tluszczowych
w oleju otrzymywanym z nasion rzepaku.

e  Wazne jest, aby procesowi selekcyjnemu towarzyszyta analiza genotypow
z zastosowaniem markeréw molekularnych. Opracowanie markerow uzytecz-
nych w hodowli jako$ciowej jest procesem kompleksowym. Analiza szlakow
metabolicznych, prowadzacych do powstania okreslonych kwasow tlusz-
czowych umozliwia ukierunkowanie badan, majacych na celu znalezienie
markeréw specyficznych dla danego genu. Moga one stanowi¢ skuteczne
i efektywne narzedzie selekc;ji.
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Summary

e Oil obtained from rapeseed is a valuable source of fatty acids used for human
nutrition and livestock feeding as well as a raw material in industry (food,
chemicals, pharmaceuticals, cosmetics) and also in technology — for biofuel
production. There is a need for differentiation of fatty acids content and
composition in rapeseed oil with respect to its application.

e  Assignment of the main tasks and directions of the rapeseed quality breeding
concerning the differentiation of fatty acids content and composition seems to
be important and crucial for several scopes.

e One of the aims of rapeseed quality breeding is the obtaining of the genotypes
with specific, differentiated fatty composition in rapeseed oil.

e It is important for the selection process to be accompanied by the analysis of
genotypes with the use of molecular markers. The development of specific
markers used in marker assisted selection is an intricate process. The analysis
of metabolic pathways involved in fatty acids synthesis could be very helpful
in establishing the crucial points of its regulation and thereby for the
designation of further investigations connected with the development of
specific markers.

Literatura

Arondel V., Lemieux B., Hwang L., Gibson S., Goodman H.M., Somerville C.R. 1992. Map-based cloning
of a gene controlling omega-3 fatty acid desaturation in Arabidopsis. Science, 258: 1353-1355.

Altin R., Cetinkaya S., Yiicesu H.S. 2001. The potential of using vegetable oil fuels as fuel for diesel
engines. Energy conversion and Management, 42: 529-538.

Barret P., Delourme R., Brunel D., Jourdren C., Horvais R., Renard M. 1999. Low linolenic acid level
in rapeseed can be easily assesed through the detection of two single base substitution in FAD3
genes. Proc. 10th International Rapeseed Congress, Canberra, Australia, 26-29.09.1999, CD ROM.

Bartkowiak-Broda 1., Krzymanski J. 1983. Inheritance of C-18 fatty acids composition in seed oil of
zero erucic winter rape Brassica napus L. 6th International Rapeseed Conference Paris 17-19
Mai 1983 (1): 477-482.

Bartkowiak-Broda 1. 1997. Markery molekularne w hodowli rzepaku. Ro$liny Oleiste — Oilseed
Crops, XVIII (2): 581-585.

Byczynska B., Krzymanski J. 1969. Szybki sposob otrzymywania estrow metylowych kwasow
thuszczowych do analizy metoda chromatografii gazowej. Ttuszcze jadalne, XIII: 108-114.

Eskin N.A.M., Macdonald B.E., Przybylski R., Malcomson L.J., Scarth R., Mag T., Ward K.,

Adolphe D. 1996. Canola Oil. Chapter 1 in Bailey’s Industrial Oil and Fat Products. Fifth eition.
Vol. 2. Edible Oil and Fat Products: Oils and Oilseeds. John Wiley & Sons, Inc. New York, 1-95.



48 Katarzyna Mikolajczyk ...

Evans D.E., Rothnie N.E., Palmer M. V., Burke D.G., Sang J.P., Knox R.B., Williams E.G., Hilliard
E.P., Salisbury P.A. 1987. Comparative analysis of fatty acids in pollen and seed of rapeseed.
Phytochemistry, 26 (7): 1895-1897.

Fitzpatrick K., Scarth R. 1998. Improving the health and nutritional value of seed oils. P.B.I. Bulletin.
NRC-CRC, January: 15-19.

Fosatti P. 1994. Les huiles de poisson: actualites scientifiques et medicales. OCL, 1 (3): 178-180.
Haley S.D., Afandor L.K., Miklas P.N., Stavely J.R., Kelly J.D. 1994. Heterogenous inbred

populations are useful as sources of near-isogenic lines for RAPD marker localisation. Theor.
Appl. Genet., 88: 337-342.

Harwood J.L. 1996. Recent advances in the biosynthesis of plant fatty acids. Biochimica et Biophysica
Acta, 1301: 7-56.

Hu J., Li G., Struss D., Quiros C.F. 1999. SCAR and RAPD markers associated with 18-carbon fatty
acids in rapeseed, Brassica napus. Plant Breeding, 118: 145-150.

Jourdren C., Barret P., Horvais R., Delourme R., Renard M. 1996a. Identification of RAPD markers
linked to linolenic acid genes in rapeseed. Euphytica, 90: 351-357.

Jourdren C., Barret P., Horvais R., Foisset N., Delourme R., Renard M. 1996b. Identification of RAPD
markers linked to the loci controlling erucic acid level in rapeseed. Molecular Breeding, 2: 61-71.

Kesseli R.V., Paran ., Michelmore R.W. 1992. Efficient mapping of specifically targeted genomic
regions and the tagging of these regions with reliable PCR-based genetic markers. In:
Applications of RAPD Technology to Plant Breeding. Joint Plant Breeding Symposia Series,
1 Nov. 1992, Minneapolis, Minnesota. Edited by: Crop Science Society of America, American
Society for Horticultural Science. American Genetic Association, 31-37.

Krzymanski J. 1970. Genetyczne mozliwosci ulepszania sktadu chemicznego nasion rzepaku ozimego.
Hodowla Roslin Aklimatyzacja i Nasiennictwo, 14 (2): 95-133.

Krzymanski J. 1984. Hodowlane mozliwosci ulepszania zawartosci oleju i biatka w nasionach
rzepaku. Wyniki badan nad rzepakiem ozimym 1983. IHAR Radzikow: 104-111.

Krzymanski J. 1997. Hodowla jakosciowa roslin. W: Hodowla Roslin. Materialy z 1 Krajowej
Konferencji, Poznan, 19-20 listopada 1997: 333-337.

Liths W.W., Voss A., Sevis F., Friedt W. 1999. Molecular Genetics of Erucic Acid Content in the
Genus Brassica. Proc. 10th International Rapeseed Congress, Canberra, Australia, 26-29.09.
1999, CD ROM.

Mikotajezyk K., Spasibionek S., Krzymanski J. 1999. Poszukiwanie markeréow DNA sprz¢zonych
z cecha obnizonej zawartosci kwasu linolenowego w materiatach hodowlanych rzepaku
ozimego. Rosliny Oleiste — Oilseed Crops, XX (2): 414-421.

Murphy D.J. 1996. Engineering oil production in rapeseed and other oil crops. Tibtech, 14: 206-213.

O’Hara P., Slabas A., Fawcett T. 2002. Fatty acid and lipid biosynthetic genes are expressed
at constant molar ratios but different absolute levels during embryogenesis. Plant Physiology,
129: 310-320.

Rakow G. 1973. Selektion auf Linol- und Linolensauergehalt in Rapsamen nach mutagener Behandlung.
Z. Pflanzenziichtung, 69: 62-82.

Rakow G., Raney J.P. 2003. Present status and future perspectives of breeding for seed quality in
Brassica oilseed crops. Proc. 11th International Rapeseed Congress, Copenhagen, Denmark, 6-10
July 2003, 181-185.

Raney J.P., Olson T.V., Rakow G. 2003. Reduction in saturated fat content of Brassica napus canola

through interspecific crosses and mutagenesis. Proc. 11th International Rapeseed Congress,
Copenhagen, Denmark, 6-10 July 2003, 190-192.



Markery DNA w hodowli jakoSciowej rzepaku ozimego ... 49

Ribaut J.-M., Hu X., Hoisington D., Gonzéalez-de-Ledn D. 1997. Use of STSs and SSRs as rapid and
reliable preselection tools in a marker-assisted selection-backross scheme. Plant Mol. Biol. Rep.,
15 (2): 154-162.

Roy N.N., Tarr A.W. 1987. Prospects for the development of rapeseed (Brassica napus L.) with
improval linoleic and linolenic acid content. Plant Breeding, 98: 89-96.

Robbelen G., Nitsch A. 1975. Genetical and physiological investigations on mutants for polyenoic
fatty acids in rapeseed (B. napus L.) I. Selection and description of new mutants. Z. Pflanzen-
zlichtung, 75: 93-105.

Rudloff E., Jiirgens H.U., Ruge B., Wehling P. 1999. Selection in transgenic lines of oilseed rape
(Brassica napus L.) with modified seed oil composition. Proc. 10th Int Rapeseed Congress,
Canberra, Australia, 26-29.09.1999, CD ROM.

Scarth R., McVetty P.B.E. 1999. Designer oil Canola — a review of a new food-grade Brassica oils
with focus on high oleic, low linolenic types. Proc. 10th International Rapeseed Congress,
Canberra, Australia, 26-29.09.1999, CD ROM.

Scarth R., McVetty P.B.E., Rimmer S.R., Stefansson B.R. 1988. 'Stellar' low linolenic-high linoleic
acid summer rape. Can. J. Plant Sci., 68: 509-511.

Scarth R., Rimmer S.R., Mc Vetty P.B.E. 1994. Apollo low linolenic acid summer rape. Can. J. Plant
Sci., 75: 203-204.

Simopoulos A.P. 2000 Human requirement for N-3 polyunsaturated fatty acids. Poultry Science, 79:
961-970.

Slabas A.R., White A., O’Hara P., Fawcett T. 2002. Investigations into the regulation of lipid
biosynthesis in Brassica napus using antisense down-regulation. Biochemical Society
Transactions, 30: 1056-1059.

Sommers D.J., Friesen K.R.D., Rakow G. 1998. Marker assisted selection of low linolenic acid
in oilseed species. Theor. Appl. Genet., 96: 897-903.

Spasibionek S., Byczynska B., Krzymanski J. 1998. Wplyw $rodowiska na zmiany sktadu kwasow
thuszczowych w oleju mutanta 1207 rzepaku ozimego. Rosliny Oleiste — Oilseed Crops, XIX (2):
627-632.

Spasibionek S., Byczynska B., Krzymanski J. 2000 Mutanty rzepaku ozimego podwdjnie ulepszo-
nego o zmienionym sktadzie kwaséw ttuszczowych. Rosliny Oleiste — Oilseed Crops, XXI (3):
715-724.

Stoutjesdijk P.A., Hurlstone C., Singh S.P., Green A.G. 1999. Genetic Manipulation for Altered Oil
Quality in Brassicas. Proc. 10th International Rapeseed Congress, Canberra, Australia, 26-
29.09.1999, CD ROM.

Tanhuanpda P.K., Vilkki J.P., Vilkki H.J. 1995. Association of a RAPD marker with linolenic acid
concentration in the seed oil of rapeseed (Brassica napus L.). Genome, 38: 414-416.

Tanksley S.D., Young N.D., Paterson A.H., Bonierbale M.W. 1989. RFLP mapping in plant breeding:
new tools for an old science. Bio/Technology, 7: 257-264.

Thormann C.E., Romero J., Mantet J., Osborn T.C. 1996. Mapping loci controlling concentrations
of erucic and linolenic acids in seed oil of Brassica napus. Theor. Appl. Genet., 96: 897-903.

Topfer R., Martini N., Schell J. 1995. Modification of plant lipid synthesis. Science, 268: 681-686.

Wong R., Patel J.D., Grant 1., Parker J., Charne D., Elhalwagy M., Sys E. 1991. The development
of high oleic canola. GCIRC 1991 Congress, Saskatoon, Canada, A16: 53.



