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Praca przegladowa przedstawiajaca ogélna cha-
rakterystyke mutacji i mutagenezy oraz wyko-
rzystanie indukowanych mutacji w badaniach nad
rzepakiem i innymi roslinami oleistymi (gorczyca,
Inianka, len, soja). Mutacje wystepuja w formie
mutacji punktowych, chromosomowych oraz ge-
nomowych. Mutacje spontaniczne sa zrédtem
zmiennosci genetycznej organizméw, jednak poja-
wiaja sie z mala czestotliwoscia. Z tego wzgledu
indukowanie mutacji za pomoca czynnikow
fizycznych i chemicznych jest cennym narze-
dziem w hodowli roslin, poniewaz zwigksza
zmienno$¢ genetyczna cech oraz pozwala na
przeprowadzenie selekcji genotypdw o cechach
pozadanych dla celéw hodowlanych. Najczesciej
stosowanymi mutagenami fizycznymi sa pro-
mieniowanie jonizujace i ultrafioletowe. Promie-
niowanie jonizujace powoduje wystapienie mu-
tantéw chlorofilowych u rzepaku ozimego, ktére
moga by¢ przydatne jako markery genetyczne
w hodowli rzepaku. Natomiast u Inianki i gor-
czycy sarepskiej mutagen ten wptywa na zmiang
sktadu kwasow tluszczowych w nasionach.
W przypadku mutacji indukowanych chemicznie
najbardziej rozpowszechnione sa czynniki alki-
lujace. Nalezacy do nich EMS (metanosulfonian
etylu) stosowany jest do zwigkszenia zmiennosci
proporcji poszczegolnych kwasow ttuszczowych
w oleju rzepaku ozimego, gorczycy abisynskiej
i Inu. W hodowli roslin stosuje si¢ takze taczne
traktowanie mutagenami fizycznymi i chemicz-
nymi, poniewaz umozliwia to zwigkszenie zmien-
nosci cech w poréwnaniu do traktowania wy-
acznie jednym rodzajem mutagenu.

mutageneza, hodowla mutacyjna, rosliny oleiste

mutagenesis, mutation breeding, oilseed plants

A survey work which introduces a general
characteristic of mutations and mutagenesis as
well as the use of induced mutations in research
on oilseed rape and other oilseed crops (mustards,
Camelina sativa, flax, soyabean). The mutations
occur in the form of point, chromosomal and
genomic mutations. The spontaneous mutations
are the source of genetic variability of organisms,
yet they appear with small frequency. Therefore
the induction of mutations with the help of
physical and chemical agents is a valuable tool
in plant breeding, because it increases genetic
variability of features and it permits to carry
out the selection of genotypes with features
favourable for breeding aims. The most frequently
applied physical mutagens are ionizing and
ultraviolet radiation. The ionizing radiation causes
the appearance of chlorophyll mutants in winter
oilseed rape, which could be useful as genetic
markers in oilseed rape breeding. However, this
mutagen causes changes in fatty acid composition
in seeds of Camelina sativa and Brassica juncea.
In the case of chemically induced mutations
the most widespread are the alkylation agents.
Belonging to this group of mutagens, EMS
(ethyl methanesulphonate) is applied to increase
the variability of proportions of individual fatty
acids in the oil of winter oilseed rape, Ethiopian
mustard and flax. Joined treatment with physical
and chemical mutagens is also applied in plant
breeding. This method enables the increase of
variability of features comparing with the treatment
with only one type of mutagen.
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Ogodlna charakterystyka mutacji i mutagenezy

Mutacje to state, dziedziczne zmiany w sekwencji zasad DNA, spowodowane
btedami w replikacji DNA lub dziataniem czynnikéw fizycznych badz chemicz-
nych. Raz wprowadzone zmiany sekwencji DNA sa powielane w czasie replikacji
i przenoszone do komorek potomnych podczas podziatdw komoérkowych. Niosa
one za soba zmiany w sekwencji aminokwasow, wptywajac w ten sposéb na
funkcje biatka i powodujac powstanie fenotypu odmiennego (mutanta) niz fenotyp
charakterystyczny dla gatunku (typ dziki).

Mutacje wystepuja w nastepujacych formach:

e mutacje genowe (punktowe) — zmiana pojedynczej zasady w okreslonej
sekwencji nukleotydéw. Wazna jest lokalizacja mutacji w obrebie genu —
tylko zmiany w rejonach kodujacych maja wptyw na biatko;

e  mutacje chromosomowe — dotycza zmian w strukturze chromosomoéw;

e mutacje genomowe — zmiana liczby catych chromosomdéw i genomoéw
danego gatunku.

Mutacje genowe (punktowe) (rys. 1) — polegaja na zmianie zasady typu:

e tranzycja — puryna jest zastgpowana przez puryne, a pirymidyna przez
pirymidyng;

e  tranzwersja — puryna zostaje zastapiona pirymidyna lub odwrotnie.

Mutacje tego typu ze wzgledu na wywotane skutki w biatku kodowanym

przez gen dziela si¢ na kilka kategorii (Winter i in. 2000):

— mutacje missensowne (zmiany sensu kodondéw) — dotycza zmiany poje-
dynczej zasady, co powoduje zmiane kodonu i wbudowanie innego amino-
kwasu do biatka. Wystepuja zwykle w jednej z dwdch pierwszych zasad
kodonu. Efekty mutacji missensownych sa r6zne — od zadnego do letalnego,
w zaleznosci od potozenia zmienionego aminokwasu w polipeptydzie i jego
wpltywu na funkcje biatka (rys. 1a).

— mutacje nonsensowne (konczace tancuch polipeptydowy) — zmieniaja kodon
aminokwasowy na kodon terminujacy. Dochodzi do przedwczesnego zakon-
czenia translacji i powstania krétszego biatka. Mutacje te maja powazny
wpltyw na aktywnos¢ kodowanego biatka (rys. 1b).

— mutacje powodujace przesuniccie ramki odczytu — sa wynikiem insercji
dodatkowych lub delecji juz istniejacych zasad sekwencji genu. Jesli liczba
wbudowanych lub usunietych nukleotydéw nie jest wielokrotnoscia trzech,
ramka odczytu zostaje przesunieta, rybosom odczytuje inny kodon i zmie-
niona zostaje sekwencja aminokwaséw kodowanego biatka. Mutacje tego
typu wywotuja drastyczne zmiany w strukturze biatka (rys. 1c).

— mutacje ciche — dotycza trzeciej zasady kodonu i nie powoduja zmiany
w sekwencji aminokwasdw oraz w biatku i fenotypie (ze wzgledu na degene-



Mutageneza i jej zastosowanie w badaniach ... 549

racje kodu genetycznego). Mutacje ciche wykazuja tendencje do akumulo-
wania si¢ i tworzenia polimorfizmu genetycznego, przyczyniajac sie do
zmiennosci w sekwencji DNA poszczeg6linych gatunkéw (rys. 1d).

(a) mutacje missensowne (zmiany sensu kodonow)
Phe Asp Glu Pro Leu Cys Thr
5-TTC GAT GAG CCC TTG TGC ACG-3

l mutacjaG > A

Phe Asp Lys Pro Leu Cys Thr
5-TTC GAT AAG CCC TTIG TGC ACG-3

(b) mutacje nonsensowne (wystgpienie kodonu terminujacego translacje)

Phe Asp Glu Pro Leu Cys Thr Arg  Gly
5-TTC GAT GAG CCC TTG TGC ACG CGC GGT-3

1 mutacjaC 2> A

Phe Asp Glu Pro Leu Stop
5-TTC GAT GAG CCC TTG TGA ACG CGC GGT-3

(c) mutacje powodujace przesuniecie ramki odczytu

Phe Asp Glu Pro Leu Cys Thr Arg  Gly
5-TTC GAT GAG CCC TTIG TGC ACG CGC GGT-3

1 insercja A

Phe Asp Glu Thr  Leu Val His Ala Arg
5'—-TTC GAT GAG ACC CTT GTG CAC GCG CGG T-3

(d) mutacje ciche
Phe Asp Glu Pro Leu Cys Thr
5-TTC GAT GAG CCC TTIG TGC ACG-3

l mutacjaC> T

Phe Asp Glu Pro Leu Cys Thr
5-TTC GAT GAG CCT TIG TGC ACG-3

Rys. 1. Mutacje genowe
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Mutacje chromosomowe (aberracje chromosomowe) — sa to zmiany struk-
turalne dotyczace dtuzszych sekwencji DNA i polegajace na przerwaniu ciagtosci
chromosomu. Wywotuja zazwyczaj catkowita utratg aktywnosci biologicznej
kodowanego biatka.

Mutacje tego typu zachodza:

e W obrebie chromosoméw — mutacje wewnatrzchromosomowe, obejmujace
jedno ramie (paracentryczne) lub oba ramiona (pericentryczne);

e migdzy chromosomami — mutacje migdzychromosomowe, ktdre moga by¢
allelosomowe (dotycza chromosoméw homologicznych) lub heterochromo-

somowe (dotycza chromosomow niehomologicznych) (Rieger i in. 1974).

Klasyfikujac bardziej szczeg6towo tego rodzaju zmiany strukturalne, Rieger

i in. (1974) wyro6zniaja:

— delecje — utrata odcinka chromosomu oraz informacji genetycznej w nim
zawartej, wielkos$¢ utraconego fragmentu moze waha¢ si¢ od pojedynczego
nukleotydu do kilku gendw;

— deficjencje — utrata koncowego odcinka chromosomu;

— duplikacje — podwojenie czgsci chromosomu;

— inwersje — odwrocenie odcinka chromosomu i tym samym kolejnosci zawar-
tych w nim genow;

— translokacje — przeniesienie fragmentu chromosomu w nowe potozenie,
a tym samym zmiana kolejnosci genéw w obrebie danego zespotu chromo-
somow.

Delecje i inwersje sa zmianami wewnatrzchromosomowymi, natomiast dupli-
kacje i translokacje moga by¢ zmianami zarowno wewnatrz-, jak i miedzychromo-
somowymi.

Mutacje genomowe — dotycza zmiany liczby catych chromosoméw, powo-
dujac powstanie komdrek lub organizméw heteroploidalnych (poliploidalnych lub
aneuploidalnych) w poréwnaniu z liczba genomoéw wiasciwa dla danego gatunku
(Rieger i in. 1974):

e poliploidy — maja trzy (triploid), cztery (tetraploid), pie¢ (pentaploid) lub
wigcej kompletnych zespotéw chromosomowych;

e aneuploidy — posiadaja jeden, dwa lub wiecej catych chromosoméw powyzej
albo ponizej liczby podstawowej dla danego gatunku.

Mutacje spontaniczne pojawiaja si¢ z mala czestotliwoscia rzedu 10° do
10%locus (van Harten 1991). Sa zrédtem zmiennosci genetycznej organizméw,
dostarczajac materiatu wyjsciowego dla ewolucji, ktéry jest nastepnie poddawany
selekcji. Wystepuja najczesciej w postaci mutacji punktowych, ktére wynikaja ze
zmiany jednej zasady bez udziatu zewngtrznych czynnikéw fizycznych badz
chemicznych, bedac skutkiem btedéw popetnianych w czasie replikacji DNA
lub samorzutnych modyfikacji chemicznych zachodzacych w zasadach DNA



Mutageneza i jej zastosowanie w badaniach ... 551

(np. deaminacja cytozyny do uracylu, metylacja cytozyny do 5-metylocytozyny,
deaminacja 5-metylocytozyny do tyminy). Niski poziom mutacji spontanicznych
wynika z obecnosci mechanizméw naprawczych DNA, ktére z wysoka efektyw-
noscia reperuja wigkszos¢ zmian w DNA (Weglenski 1998).

Najbardziej powszechnym systemem naprawy jest naprawa przez wycinanie
— mechanizm bedacy wieloetapowym procesem enzymatycznym. Polega na roz-
poznaniu uszkodzonych nukleotyddw, ich usunieciu i zastapieniu innymi wiasci-
wymi nukleotydami. U eukariota naprawa przez wycinanie jest potaczona z trans-
krypcja, dzigki czemu transkrybowane (genetycznie aktywne) regiony DNA sa
naprawiane szybciej niz DNA nie ulegajacy transkrypcji. Umozliwia to ogranicze-
nie wytwarzania produktow uszkodzonych genéw (Turner i in. 2000).

Czestos¢ powstawania mutacji mozna jednak bardzo istotnie zwiekszy¢
(nawet 0 1000 razy) dziatajac na komorki lub cate organizmy zewnetrznymi czyn-
nikami fizycznymi i chemicznymi, wywotujac liczne i r6znorodne uszkodzenia
w DNA. Takie czynniki nazywamy mutagenami (Weglenski 1998).

Najczesciej stosowanymi mutagenami fizycznymi sa promieniowanie jonizu-
jace, do ktorego zalicza si¢: promienie X, alfa, beta, gamma, protony i neutrony
uwalniane przez radioaktywne izotopy pierwiastkéw, np.: rad, *°Co,*?P, **S oraz
promieniowanie niejonizujace — ultrafioletowe (UV) (Rogalska i in. 1999).

Promieniowanie jonizujace o duzej energii (X, y) ma zdolnos¢ penetrowania
tkanek w gtab i wzbudzania atoméw napotkanych czasteczek, uwalniajac elektrony
i pozostawiajac dodatnio natadowane wolne rodniki. Rodniki reaguja z innymi
czasteczkami, co prowadzi do rozchwiania rownowagi energetycznej w tkance
i wywotuje wtorny efekt dziatania promieni jonizujacych, uszkadzajacy DNA.
Efekty dziatania promieni jonizujacych na DNA mozna podzieli¢ na:

— bezposrednie — wynikajace z bezposredniej interakcji energii promieniowania
ze sktadnikami DNA (absorpcja promieniowania przez szkielet cukrowo—
fosforanowy);

— posrednie — polegajace na reakcji z wolnymi rodnikami.

Zarowno bezposrednie, jak i posrednie oddziatywanie promieni jonizujacych
na DNA prowadzi do peknie¢ w jednej lub obu jego niciach, dajac poczatek
aberracjom chromosomowym (Rogalska i in. 1999).

Promieniowanie niejonizujace — ultrafioletowe (o dtugosci fali 260 nm)
ma mniejsza energie i penetruje tylko wierzchnie warstwy komorek organizmdw.
Promienie UV wnikajac do tkanki, rozpraszaja swa energic w zetknigciu sig
z innymi atomami, wyrzucajac ich elektrony z zewngetrznych orbit na wyzszy poziom
energetyczny. Stan ten nazywa sie wzbudzeniem. Czasteczki, ktérych atomy sa
w stanie wzbudzonym wykazuja wigksza aktywnos¢ chemiczna i reaguja z ato-
mami czasteczki DNA, prowadzac do powstania w niej zmian mutacyjnych
(Rogalska i in. 1999).
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Innymi czynnikami zaliczanymi do mutagendw fizycznych sa:

ultradzwieki o roznej czestotliwosci (500-2000 kHz) — prowadza do frag-
mentacji DNA,;

ciepto — tworzy miejsca apurynowe, indukujace mutacje punktowe (Winter
i in. 2000).

Do najczesciej stosowanych mutagenéw chemicznych zalicza si¢ czynniki

alkilujace. Posiadaja one jedna lub wiegcej grup alkilowych, ktdre reaguja z grupami
fosforanowymi DNA (prowadzac do przerwania nici DNA) oraz z zasadami
purynowymi i pirymidynowymi. Alkilacja zasad azotowych zmienia ich powino-
wactwo do zasad, z ktérymi normalnie tworza pary. Tolerowanie tych biedéw
przez komérke prowadzi do mutacji. Sposréd mutagendéw chemicznych najsilniej-
sze dziatanie wykazuja: metanosulfonian etylu (EMS), siarczan dietylowy (DES),
etyloimina (EI), N-nitrozo-N-metylomoczan (NMUT), N-nitrozo-N-metylomocznik
(NMU), N-nitrozo-N-etylomocznik (NEU), azydek sodu (AS) (Rogalska i in. 1999).

Inne mutageny chemiczne to:

analogi zasad — sa strukturalnie podobne do zasad znajdujacych sie w DNA
i moga by¢ wbudowywane przez polimerazg DNA podczas replikacji,
np. 5-bromouracyl (5BU) — analog tyminy (rys. 2);

czynniki interkalujace — ptaskie czasteczki zaburzajace replikacje DNA przez
wslizgiwanie si¢ pomiedzy sasiednie pary zasad w dwuniciowej helisie i po-
wodujace oddalanie sie par zasad od siebie oraz wbhudowanie dodatkowego
nukleotydu, co prowadzi do przesunigcia ramki odczytu, np. barwniki akrydy-
nowe — bromek etydyny (rys. 3);

kwas azotawy — wywotuje deaminacje¢ cytozyny do uracylu lub adeniny do
hipoksantyny (rys. 4) (Winter i in. 2000).
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Rys. 2. Analogi zasad
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Rys. 3. Czynniki interkalujace
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Rys. 4. Kwas azotawy

Okreslenie ,,hodowla mutacyjna” powstato w latach pigecdziesiatych (Mac
Key 1956) i dotyczy wypracowanych systemow postgpowania na réznych etapach
programéw hodowlanych, wykorzystujacych indukowanie mutacji (Przybyta 1997).

Waznym narzedziem w hodowli mutacyjnej sa techniki in vitro, umozli-
wiajace traktowanie mutagenem duzych populacji, uzyskanie bardzo szerokiego
spektrum zmiennosci i szybkie rozmnozenie wyselekcjonowanych genotypéw
w kontrolowanych warunkach wolnych od choréb (np. zastosowanie podwojonych
haploidow) (Przybyta 1997). Ulepszone odmiany roslin uprawnych moga by¢
uzyskane bezposrednio po traktowaniu mutagenem, jak i poprzez krzyzowanie ze
zmutowanymi roslinami. Najwigksza liczb¢ odmian mutantéw wyhodowano
u roslin zbozowych, straczkowych, oleistych, przemystowych, warzyw, owocowych
oraz leczniczych i ozdobnych (Przybyta 1997). U roslin rozmnazanych wegeta-
tywnie, ktore charakteryzuja si¢ wysokim stopniem heterozygotycznosci, muta-
geneza umozliwia wprowadzenie dodatkowej zmiennosci genetycznej.

Hodowla mutacyjna sktada sie z nastepujacych etapow:

e wybdr materiatu — cate rosliny, siewki, nasiona, ziarna pyiku;

e  sposob traktowania mutagenami — dobdr optymalnej dawki mutagenu (przez
okreslenie jego stezenia lub mocy promieniowania i czasu dziatania) oraz
warunkéw zewnetrznych (np. temperatura, cisnienie tlenu, wilgotnosc);
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e  kryteria wstepnej i ostatecznej selekcji (ze wzgledu na recesywny charakter
wiekszosci zmutowanych cech, selekcja prowadzona jest w drugim pokoleniu,
powstatym z samozapylenia roslin poddanych dziataniu mutagenowy);

e tworzenie odmian;

e  hodowla zachowawcza.

Najwazniejsze cechy ulepszane na drodze mutagenezy u roslin rozmnazanych
generatywnie to wedtug Konzak i in. (1984): plonowanie, wczesnosé, odpornosg,
architektura roslin, jakos¢ i morfologia nasion.

Zastosowanie mutacji w hodowli rzepaku
I innych roslin oleistych

Rzepak jest gatunkiem filogenetycznie miodym o stosunkowo niewielkiej
zmiennosci genetycznej i jako allotetraploid charakteryzujacy sie ztozonym typem
determinacji genetycznej. Zmutowane cechy recesywne moga pojawi¢ si¢ w dal-
szych pokoleniach: Mz, M4, Ms, Mg ... M.

W przypadku rzepaku jakos¢ oleju w nasionach uzalezniona jest w duzym
stopniu od sktadu kwaséw ttuszczowych, migdzy innymi od udziatu kwasow:
oleinowego (Cig1), linolowego (Cig:), linolenowego (Cig3) i erukowego (Cyo1)
(Krzymanski, Downey 1969; Krzymanski 1970, 1984, 1993 a). U rzepaku i innych
roslin oleistych metanosulfonian etylu (EMS) wykorzystuje si¢ do zwigkszenia
zmiennosci proporcji poszczegblnych kwaséw ttuszczowych w oleju (Byczynska
i in. 1996). EMS wywotuje prawdopodobnie mutacje gendw determinujacych aktyw-
nos¢ systemu desaturaz kwasu oleinowego i linolowego, odpowiedzialnych za
synteze kwasoéw wielonienasyconych (Spasibionek i in. 2000). Indukowana muta-
geneza pozwala na uzyskanie réznych profili kwasoéw ttuszczowych w oleju rzepa-
kowym, w celu wykorzystania go do celéw zywieniowych lub przemystowych.
Olej odpowiadajacy wymaganiom zywieniowym powinien mie¢ zredukowana
zawartos¢ kwasu linolenowego do poziomu ponizej 3%, by ograniczy¢ proces jego
utleniania i jetczenia oraz utrate smaku podczas przechowywania (Scarth i in.
1991). Zastosowanie oleju rzepakowego do produkcji biopaliwa takze wymaga
zmniejszenia zawartosci kwasow wielonienasyconych (linolowego i linolenowego),
ktdre tatwo ulegaja utlenieniu i polimeryzacji nadajac olejowi charakter pétschnacy.
Natomiast wyzsza zawartos¢ kwasu oleinowego poprawia wartosé¢ oleju rzepako-
wego jako surowca do produkcji oleju napedowego (Harold i in. 1995).

Dziatajac EMS (0,5 i 1%) na nasiona rzepaku ozimego podwdjnie ulepszo-
nego uzyskano linie o istotnie obnizonej zawartosci kwaséw wielonienasyconych,
przy jednoczesnym wzroscie poziomu kwasu oleinowego. Kontynuujac powyzsze
badania w pokoleniu M3z wsréd mutantéw o zmienionym skiadzie kwaséw ttusz-
czowych uzyskano rosliny potkartowate odporne na wyleganie (Byczynska i in. 1997).
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Stosujac zmodyfikowana metode otrzymywania mutantéw przez dwukrotne
traktowanie EMS (roztworami 0,5 i 1% na nasiona rodu wyjsciowego oraz 5 i 8%
na nasiona pokolenia M,), w pokoleniu Mg wyselekcjonowano dwa mutanty
0 istotnie zmienionym skladzie kwasow tluszczowych. Mutant M-5 charaktery-
zowat si¢ wzrostem zawartosci kwasu oleinowego do 77,9%, przy jednoczesnym
obnizeniu poziomu kwasu linolowego do 8,6% i linolenowego do 7%. U mutanta
M-8 zawartos¢ kwasu linolowego wzrosta do 23,1% przy obnizeniu zawartosci
kwasu linolenowego do 2,5%. Materiat wyjsciowy do tych badan stanowity nasiona
rodu rzepaku ozimego podwdjnie ulepszonego o skladzie kwasow ttuszczowych
w oleju: oleinowego 64,1%, linolowego 18,2% i linolenowego 10,4% (Spasibionek
i in. 2000). Traktujac EMS nasiona rzepaku ozimego odmiany Wotan wyprowa-
dzono réwniez mutanty o podwojonej ilosci kwasu palmitynowego w oleju (z 4,5
do 9,2%). Towarzyszyta temu redukcja zawartosci kwasu oleinowego (z 61,6 do
44,2%) oraz wzrost zawartosci kwasu linolowego i linolenowego. Stwierdzono,
ze dziedziczenie zmienionego profilu kwaséw ttuszczowych z podwyzszonym
poziomem kwasu palmitynowego ma charakter oligogeniczny, zwiazany z mutacja
przynajmniej czterech gendw (Schnurbusch i in. 2000).

Wpltyw EMS na sktad kwaséw tluszczowych badano takze u gorczycy
abisynskiej, ktéra srednio zawiera 35-45% kwasu erukowego w oleju. W poko-
leniu M, uzyskano rosliny o obnizonym poziomie kwasu erukowego (7,3%)
(Velasco i in.1995). Dla celéw przemystowych réwniez z gorczycy abisynskiej
wyprowadzono mutanty charakteryzujace sie wysoka zawartoscia kwasu eruko-
wego, w pokoleniu Ms nastapito utrwalenie mutacji na poziomie 50-60% zawar-
tosci kwasu erukowego (Velasco i in.1998). Dziatajac mutagenem EMS (o stezeniu
od 0 do 0,5%) na kulture mikrospor gorczycy, wyselekcjonowano podwojone hap-
loidy wykazujace wysoka (53,6%) lub niska (17,1%) zawartos¢ kwasu erukowego.
Wzrost zmiennosci kwasu erukowego byt zwiazany z poszerzeniem zakresu zmien-
nosci dla kwaséw: palmitynowego, oleinowego i linolowego (Barro i in. 2001).

Badano takze wptyw EMS na wczesnos¢ kwitnienia u rzepaku jarego (Thurling
i Depittayanan 1992). W pokoleniu M3 wyselekcjonowano rosliny kwitnace krocej
niz 100 dni od siewu. Stwierdzono, ze EMS prawdopodobnie wywotuje zmiane
w locus genu odpowiedzialnego za kwitnienie, indukujac powstanie recesywnej
postaci genu, ktéra wptywa na krétszy okres kwitnienia. W pokoleniu M; obser-
wowano réwniez rosliny z zaburzeniami chlorofilowymi, nienormalnym rozwojem
lisci i kwiatéw, wieksza liczba rozgatezien oraz kartowatym typie wzrostu.

Takze nasiona Inu poddano dziataniu 0,5% roztworu EMS, w celu okreslenia
wplywu mutagenu na poszerzenie zmiennosci sktadu kwasow ttuszczowych
w oleju i wyselekcjonowania mutantéw o zredukowanej zawartosci kwasu linole-
nowego. W pokoleniu Ms uzyskano mutanta o obnizonym poziomie tego kwasu
z 55,4 do 38,9%. Redukcji kwasu linolenowego towarzyszyt wzrost zawartosci
kwaséw linolowego i oleinowego (Nichterlein i in. 1988).
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W doswiadczeniach z NMU (N-nitrozo-N-metylomocznikiem) i AS (azydkiem
sodu) uzyskano poszerzenie zmiennosci morfologicznej u rzepaku ozimego odmiany
Skrzeszowicki. Otrzymano mutanty wczesniej dojrzewajace, kartowe, o zmienionej
barwie i wielkosci ptatkéw korony, zwiekszonej liczbie rozgatezien na pedzie
gtéwnym, sterylne i czesciowo sterylne (Adamska i in. 1995). Morfologiczne mu-
tanty po zadziataniu NMU uzyskano takze u soi (Sodkiewicz 1999, 2000).

W przypadku mutagenezy indukowanej fizycznie najbardziej rozpowszech-
nione jest wykorzystanie promieni jonizujacych. Rzepak jest gatunkiem charakte-
ryzujacym si¢ wysoka radioodpornoscia i stosowane dla niego dawki promienio-
wania wywotujace mutacje sa dla innych gatunkéw letalne (Wilczkowska 1970).

Dziatajac na rzepak ozimy (Janpol) promieniami gamma o dawce 1000 Gy
otrzymano w pokoleniu y;.; mutanta chlorofilowego typu virescens, ktéry charak-
teryzuje sie jasnozielona barwa lisci, zmieniajaca sie w ciemnozielona. Wykazano
recesywny charakter mutacji chlorofilowej, ktora jest regulowana genem lub gena-
mi jadrowymi. Mutacja tego typu moze by¢ przydatna jako marker genetyczny
w hodowli rzepaku ozimego. Badania miaty charakter wstepny i nie uwzgledniaty
wplywu temperatury i $wiatta na ekspresje zmutowanych gendw (Luczkiewicz 1998).

Promienie X wykorzystano w doswiadczeniu fuzji protoplastow rzodkwi
(Raphanus sativus) odmiany Kosena posiadajacej w swoim genotypie gen restorer
i meskosterylnych (CMS) cybryddw rzepaku. Protoplasty rzodkwi byty traktowane
promieniami X (dawka 60 kR), ktére petnity role czynnika wptywajacego na
ukierunkowana fuzje protoplastow oraz powodujacego fragmentacje chromoso-
mow, aby ograniczy¢ ilos¢ jadrowego DNA wprowadzanego do biorcy, gdyz
nadmiar informacji genetycznej pochodzacej od rzodkwi wprowadzonej do geno-
typu rzepaku obniza zenska ptodnosé¢ rzepaku. Protoplasty roslin meskosterylnych
byly inaktywowane poprzez traktowanie 7 mM jodoacetamidem. Z produktow
fuzji zregenerowano 300 roslin, sposrdd ktorych 6 byto meskoptodnych. Rosliny
te posiadaty segment DNA od rzodkwi zawierajacej gen restorer (rys. 5) (Sakai
i in. 1996).

Takze ultradzwieki moga fragmentowa¢ czasteczki DNA, a podczas reperacji
dochodzi do rozluznienia sprzezen migdzy cechami. Zastosowanie ultradzwigkdw
zwigksza czestotliwos¢ mutacji pod wpltywem promieni gamma (Krzymanski
i in. 2000).

Okreslano wptyw roznych dawek predkich neutronéw (0,30-0,50 KGy)
i promieni gamma (1,0-1,4 KGy) na zmiennos¢ zawartosci kwasow ttuszczowych
u gorczycy sarepskiej. Stwierdzono, ze wszystkie dawki obydwu typéw promie-
niowania wywotywaty szeroki zakres zmian zaréwno w kierunku wzrostu, jak
i spadku poziomu poszczegolnych kwaséw ttuszczowych w oleju. Promienie gamma
indukowaty wieksza zmiennos¢ dla kwasow: oleinowego, linolowego i erukowego,
natomiast predkie neutrony byty bardziej efektywne w indukcji zmiennosci zawar-
tosci kwasu linolenowego (Iftikhar Ali i in. 1999).
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7mM jodoacetamid (I0A) promienie X (60 kR)
<«— inaktywacja —»

protoplasty z hypokotylu + protoplasty z mezofilu
B. napus cybryd CMS R. sativus Rf
2n = 38 (AACC) 2n =18 (RR)
meskosterylne meskoptodne
z6ite ptatki biate ptatki
B. napus CMS X Ro
2n = 47 (AACCRR?)
ptodne
biate ptatki
B. napus CMS X BC,
2n = 47 (AACCRR?)
ptodne

kremowe ptatki

v v

meskosterylne meskoptodne
6
BC,
2n = 38 (AACCR)
ptodne
z6tte platki
BC,S: X B. napus

Rys. 5. Wykorzystanie promieni X oraz jodoacetamidu w procesie fuzji protoplastow rzodkwi i rzepaku
z systemem CMS (wg Sakai i in. 1996)

Dziatanie promieni jonizujacych badano takze u soi (Rawlings i in. 1958)
i Inianki (Luczkiewicz i Szewczyk 1997) stwierdzajac znaczne zwigkszenie zmien-
nosci cech morfologicznych oraz wzrost plonu. W przypadku Inianki wyselekcjo-
nowano réwniez mutanty o zmienionym sktadzie kwasow ttuszczowych w nasio-
nach. Znaleziono rosliny o duzej zawartosci kwasu linolowego (24,6%) i genotypy
0 niskim (30,8%) i wysokim (48,0%) poziomie kwasu linolenowego.

Inna mozliwoscia zastosowania mutagenezy w hodowli jest taczne trakto-
wanie mutagenami chemicznymi i fizycznymi, co umozliwia zwigkszenie zmien-
nosci cech w poréwnaniu do traktowania wytacznie jednym rodzajem mutagenu.

Przyktadem wykorzystania takiej metodyki moze by¢ potaczenie wplywu
siarczanu dietylowego (DES) z predkimi neutronami w celu uzyskania mutacji
chlorofilowych u rzepaku, ktére bytyby markerem w produkcji mieszancéw F;
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w systemie CMS pol (Zhao i in. 2000). W wyniku doswiadczen wyprowadzono
rosliny posiadajace zmutowany uktad genéw determinujacych wystapienie mutacji
chlorofilowych (homozygota recesywna) i poprzez krzyzowanie cechg t¢ wprowa-
dzono do roslin meskonieptodnych CMS pol i ich linii dopetniajacych. W uktadzie
heterozygotycznym brak jest przebarwien chlorofilowych, co umozliwia fatwe
odrdznienie mieszanca od samopytu (homozygoty) juz w fazie siewek.

Zastosowanie mutagenezy w hodowli rzepaku i innych roslin oleistych
dowodzi, ze jest ona cennym narzedziem umozliwiajacym zwiekszenie zmiennosci
istniejacych cech i tworzenie nowej zmiennosci. Zmutowane geny moga takze
determinowac cechy markerowe wykorzystywane w selekcji.
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