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Przedstawiono zmiany zawartosci kwasow olei-
nowego, linolowego i linolenowego w nasionach
rzepaku ozimego w wyniku dziatania metano-
sulfonianu etylu (EMS). Traktowaniu roztwo-
rami mutagenu o roznych stezeniach poddawano
nasiona, a takze zarodki nasion rzepaku ozimego
podwdjnie ulepszonego. Najbardziej efektywne,
ze wzgledu na gtebokos¢ zmian, okazato sig
dziatanie 8% roztworem EMS na nasiona poko-
lenia M2, a 2% roztworem na zarodki nasion
pokolenia M4.

The paper presents the variability of oleic,
linoleic and linolenic acid content, as result of
the mutagenic treatment with ethyl metane-
sulfonate (EMS) on the seeds of rapeseed and on
the seeds’ embryos. EMS was used as the
solution in the various concentrations. It appears
that the treatment with 8% solution of EMS on
the seeds and 2% solution on seeds’ embryos are
the most efficient ways to reach higher
variability of the fatty acid composition.

Wstep

W oleju odmian podwdjnie ulepszonych rzepaku ozimego s$redni udziat
kwasow: oleinowego (Cigs), linolowego (Cig,) i linolenowego (Cigz) wynosi
odpowiednio okoto 60%, 20% i 12%. Kwas linolenowy, ze wzgledu na tatwosé
utleniania, powoduje obnizenie trwatosci oleju rzepakowego stosowanego do
celéw spozywczych, a takze wykorzystywanego jako surowiec do produkcji
biopaliwa. Jednak zmiennos¢ sktadu kwaséw ttuszczowych w poszczeg6inych
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odmianach jest niewielka i znaczace zredukowanie poziomu kwasu linolenowego
tradycyjna metoda hodowli rekombinacyjnej jest nieosiagalne. Mutageneza indu-
kowana chemicznie jest jednym ze sposobow zwigkszania zakresu zmiennosci
sktadu kwaséw ttuszczowych w oleju nasion roslin oleistych. Weditug badan
przedstawionych przez roznych autorébw metanosulfonian etylu (EMS) jest
oceniany jako bardzo skuteczny mutagen chemiczny w pracach nad zmianami
w skladzie kwasOw ttuszczowych u rzepaku, jak i innych roslin oleistych. Donosza
0 tym miedzy innymi Auld i in. (1992), James, Dooner (1990), Green, Marshall
(1984), Rakow (1973), Rakow i McGregor (1973), Rakow i in. (1987), Rucker
i Robbelen (1995), Rébbelen, Nitsch (1975), Robbelen (1990).

Celem przeprowadzonych badan byto znalezienie optymalnych warunkéw
traktowania mutagenem catych nasion i ich zarodkéw dla zwigkszenia zmiennosci
nienasyconych kwasow ttuszczowych u rzepaku ozimego podwadjnie ulepszonego.

Material i metodyka

Materiat do badan stanowit rdd rzepaku ozimego podwdijnie ulepszonego
PN 3433/3756/93, ktérego nasiona i zarodki poddano dziataniu mutagenem
metanosulfonianu etylu (EMS). W tabeli 1 przedstawiono warunki w jakich
prowadzono kolejne etapy badan.

Wstepne namoczenie nasion miato na celu utatwienie penetracji roztworu
mutagenu do wnetrza struktury komorkowej nasion. Po odsaczeniu wody nasiona
zalewano roztworem mutagenu i pozostawiono przez 2 godziny w temperaturze,
w jakiej prowadzono moczenie nasion. Nastepnie nasiona pozostawiano w tempe-
raturze pokojowej przez dalsze 2 godziny. Traktowanie mutagenem zarodkéw
formujacych si¢ nasion miato réwniez utatwi¢ dostepnos¢ mutagenu do komarek.
EMS charakteryzuje si¢ niskim stopniem hydrolizy (Froese-Gertzen i in. 1963;
Belli, Cervigni 1964), dlatego wyptukiwanie mutagenu, stosowane po okresie
ekspozycji, ma na celu usunigcie jego pozostatosci dla definitywnego przerwania
procesu mutagenezy.

Traktowaniu mutagenem poddawano w kolejnych pokoleniach nasiona tych
linii, w ktorych uprzednio uzyskano zmiany w skladzie kwasow ttuszczowych,
w celu ich utrwalenia i pogtebienia. Do dalszych etapéw badan selekcjonowano
tylko te linie z badanej populacji, u ktérych zakresy zawartosci badanych kwasow
tluszczowych znajdowaly sie poza zakresami ich zawartosci w materiale
wyjsciowym (P). Materiatem poddawanym kolejnym traktowaniom mutagenem
byty nasiona pokolen M2, (M2)2, M3, M4 oraz zarodki z nasion pokolenia M4.

Skiad kwaséw ttuszczowych oznaczano metoda chromatografii gazowej
w nasionach zebranych z pojedynczych roslin (Byczynska, Krzymanski 1969).



Warunki traktowania mutagenem EMS — Conditions of treatment with EMS mutagen

Tabela 1

Rok Wstepne moczenie Stezenie Ekspozycja
Metoda | zbioru Pochodzenie nasion nasion [temp./czas] mutagenu [temp./czas] Czas wymywania
Method | Year of Origin of seeds Presoaking Mutagen °C/h Time et
harvest [temp./time] concentration Exposition washing out
[% viv] [temp./time]
1 1993 | PN 3433/3756/93 — — — —
(P) linia wyjsciowa — strain
2 1994 | PN 3433/3756/93 2°C/12 h 0,5 dwustopniowa
rod — strain two-stage
3 1,0 4°C/2 h; 23°C/2 h
4 1996 pokolenie M2 z metody 3 4°C/12 h 2,0 dwustopniowa
M2 generation from method 3 two-stage
5 5.0 4°C/2 h; 20°C/2 h
6 8,0
7 1997 | pokolenie (M2)2 z metody 4 4°C/12 h 2,0 biezaca woda 16 godz.
(M2)2 generation from method 4 tap water for 16 h
8 1997 pokolenie (M2)2 z metody 5 50
(M2)2 generation from method 5
9 1998 pokolenie M3 z metody 3 4°C/12 h 5,0
M3 generation from method 3
10 1998 6-tygodniowe zarodki — 2,0 jednostopniowa

z pokolenia M4 z metody 3
embryos from M4 generation
of method 3

one-stage
20°C/2 h




616 Stanistaw Spasibionek ...

Wyniki

Przedstawione wyniki dotycza zmian zawartosci kwasdéw oleinowego,
linolowego i linolenowego w oleju nasion pierwszego pokolenia po mutagenezie.
W zawartosci pozostatych kwaséw tluszczowych nie zaobserwowano wyraznych
zmian. Synteza kwasu linolenowego zachodzi w wyniku dwustopniowej desatu-
racji, prowadzacej od kwasu oleinowego do linolowego i dalej od kwasu
linolowego do linolenowego. Reakcje te przebiegaja z udziatem odpowiednich
enzyméw: desaturazy oleinowej i linolowej (Cherif i in. 1975). Aktywno$¢ tych
uktadéw enzymatycznych decyduje o syntezie wymienionych kwaséw. Zmniej-
szenie aktywnosci desaturazy oleinowej zmniejsza ilos¢ substratu potrzebnego do
dalszego etapu desaturacji. Stopien desaturacji okresla ilos¢ substratu, wyrazona
w procentach, jaka podlega kolejnej desaturacji, wedtug wzordw, ktére podali
Pleines i Friedt (1988).

Stopien desaturacji oleinowej

%18:2+%18:3

= x 100
%18 :1+%18:2 +%18:3

Stopien desaturacji linolowej

%18 : 3

= x 100
%18 :2 +%18:3

18:1 — kwas oleinowy, 18:2 — kwas linolowy, 18:3 — kwas linolenowy

Dla nasion pokolenia M2, uzyskanych w warunkach réznego traktowania
mutagenem, w tabeli 2 przedstawiono srednie zawartosci kwaséw oleinowego,
linolowego i linolenowego, przedziaty ich zawartosci, wspotczynniki zmiennosci
oraz stopien desaturacji kwasu oleinowego (ODR) i kwasu linolowego (LDR) dla
wartosci srednich. Przedstawione wyniki wskazuja na duze zréznicowanie bada-
nych kwasow ttuszczowych, co potwierdzaja wyliczone wysokie wspdtczynniki
zmiennosci (tab. 3). Sposréd analizowanych kwasoéw 18-weglowych najwigksza
zmiennos¢ obserwowano dla zawartosci kwasu linolenowego. Natomiast istotnie
najwieksze zmiany w zawartosci wszystkich trzech badanych kwaséw uzyskano
w wyniku traktowania nasion 8% roztworem EMS, a 6-tygodniowych zarodkéw
2% roztworem EMS (wykres 1). Najwieksza efektywnos¢ tych dwdch sposobow
indukowania mutagenezy potwierdza tez rozklad zawartosci tych kwaséw
(wykresy 2-4), w ktérych przedstawiono jaki procent badanej populacji w wyniku
r6znych sposobdw traktowania mutagenem przesunat si¢ poza przedziat zawartosci
badanych kwaséw w materiale wyjsciowym (P).



Tabela 2
Zmiany zawartosci kwasow oleinowego (Cig.1), linolowego (Cyg.») i linolenowego (Cig.3) w badanych populacjach po mutagenezie (M)
w poréwnaniu z materiatem wyjsciowym (P) — Changes of oleic, linoleic and linolenic acid content in investigated populations
after mutagenesis (M) in comparison with original material (P)

Metoda . . Kwas oleinowy Kwas linolowy Kwas linolenowy Stopien
jak w Pochodzenie L'C,Z,ba Oleic acid Linoleic acid Linolenic acid desaturacji
tabeli 1 nasion roslin Cuss Cusa Cuss Desaturation
Method Origin (n) ' ' ' ratio
of seeds No of
of treatment lants | $rednia [ min | max. [wsp.zm. |$rednia| min | max [wsp.zm.|$rednia| min | max |wsp.zm.[ opr | LDR
asin table 1 p
mean CoV mean CoV mean CoV
1 P 128 (61,8 52,9 [ 69,4 3,94 19,8 14,6 256 | 11,61 (111 8,4 145 11,20 33,3 35,9
2 M2 326 |[68,9**| 56,2 | 76,5 477 [16,2**| 10,0 | 24,3 | 15,08 76%*| 25 | 11,6 15,40 257 | 319
3 M2 386 |70,2**| 61,7 | 79,6 3,73 [152**| 6,8 | 250 | 15,00 6,8** | 3,0 9,6 12,87 239 | 309
4 (M2)2 62 |63,1** [ 56,3 [ 67,5 3,55 19,3 157 | 239 8,18 9,7**| 79 | 12,0 10,59 315 | 334
5 (M2)2 59 |62,9* | 55,7 [ 67,6 3,93 19,4 16,1 251 9,07 9,6** | 7,6 12,3 10,20 31,6 33,1
6 (M2)2 50 |71,4**) 63,0 [ 78,4 5,20 13,9** 8,1 19,9 | 18,27 6,9** | 4,3 10,5 22,86 22,6 33,2
7 ((M2)2)2 502 |68,3** [ 53,2 | 75,3 3,94 16,2** 9,4 24,7 | 11,37 7,5**| 53 11,7 13,56 25,8 31,6
8 ((M2)2)2 89 [65,2**| 552 [ 73,0 561 [17,7**| 13,3 | 23,6 | 13,67 81** | 56 | 11,1 14,13 284 | 314
9 (M3)2 98 |[68,9**| 60,0 [ 75,2 4,78 [155**| 10,8 | 21,4 | 15,69 73**| 55 | 10,1 16,02 249 | 320
10 (M4)2 57 |70,3** [ 59,6 | 75,8 539 |14,7%%| 10,1 | 22,7 | 18,51 7,04 | 4.8 9,7 15,86 236 | 323

** — istotnos¢ na poziomie 0,01 — significant at the 0.01 level

Poréwnania dokonano miedzy srednia materiatu wyjsciowego (P) a kolejnymi populacjami wyselekcjonowanymi po traktowaniu mutagenem
Comparison between mean value of original material (P) and successive populations selected after mutagen treatment (M)

ODR — stopien desaturacji kwasu oleinowego — oleic desaturation ratio

LDR — stopien desaturacji kwasu linolowego — linoleic desaturation ratio
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Metoda jak w tabelil — Method as in table 1

Wykres 1. Zmiany procentowego sktadu kwasow oleinowego, linolowego i linolenowego
w zaleznosci od warunkow traktowania mutagenem — Changes of oleic, linoleic and
linolenic acid content in the relation to the applied method
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Metoda jak w tabeli 1 — Method as in table 1

Wykres 2. Udziat procentowy linii o zmienionej zawartosci kwasu oleinowego Cig;
w zaleznosci od zastosowanej metody — Percentage of the lines with oleic acid Cig;
content changed in the relation of the applied method



Badania nad optymalizacja warunkéw mutagenezy chemicznej ... 619

100 +

% | ® (14-26)| |
0 (6-14)

80 -

70
60 -

50 - [] —

40 -

30 + i

20 A

Udziat procentowy zmienionych linii
Percentage of the lines changed

10 A

P M2 M2 (M2)2 (M2)2 M2)2 ((M2)2)2 ((M2)2)2 (M3)2 (M4)2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Metoda jak w tabeli 1 — Method as in table 1

Wykres 3. Udzial procentowy linii o zmienionej zawartosci kwasu linolowego Cig.,
w zaleznosci od zastosowanej metody — Percentage of the lines with linoleic acid Cig.,
content changed the relation of the applied method
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Metoda jak w tabeli 1 — Method as in table 1

Wykres 4. Udzial procentowy linii 0o zmienionej zawartosci kwasu linolenowego Cig
w zaleznosci od zastosowanej metody — Percentage of the lines with linolenic acid Cyg.3
content changed in the relation of the applied method
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Tabela 3
Wplyw stezenia mutagenu na zmiennos¢ zawartosci kwaséw oleinowego (Cyg),
linolowego (Cygp) i linolenowego (Cig3) — Influence of mutagen concentration on
variabilty of oleic, linoleic and linolenic acid content
Metoda Stegzenie mutagenu | Wspotczynnik Wspotczynnik Wspotczynnik
traktowania [%] zmiennosci Cigq4 | zmiennosci Cig., | zmiennosci Cigs
Method Mutagen Coefficient Coefficient Coefficient
of treatment concentration of variability of variability of variability
[% viV] [%] [%] [%]
2 0,5 4,77 15,08 15,40
3 1,0 3,73 15,00 12,87
4 2,0 3,55 8,18 10,59
7 3,94 11,37 13,56
10 5,30 18,51 15,86
5 5,0 3,93 9,07 10,20
8 5,61 13,67 14,13
9 4,78 15,69 16,02
6 8,0 5,20 18,27 22,86

Poza dziataniem mutagenu powodujacym zmiany w skfadzie badanych
kwasdw ttuszczowych réwniez warunki pogodowe w okresie formowania i dojrze-
wania nasion decyduja o przebiegu desaturacji kwaséw 18-weglowych (Pleines
i Friedt 1988; Doeng i Scarth 1998). W przeprowadzonych badaniach uwidocznito
si¢ to wyraznie w pozycji 4 i 5 (tab. 2), gdzie wystapita mniejsza synteza kwasu
oleinowego, wigksza linolowego. Zjawisko to miato miejsce podczas wegetacji
rzepaku w sezonie 1995/96, w bardzo niekorzystnych warunkach pogodowych.
Rosliny przez dtuzszy okres przedwiosnia i wiosny znajdowaty si¢ pod lodem.

Podsumowanie

Uzyskane wyniki podwyzszenia zawartosci kwasu oleinowego przy jedno-
czesnym obnizeniu zawartosci kwaséw linolowego i linolenowego sugeruja,
ze dziatanie EMS jest ukierunkowane na zmniejszenie aktywnosci systemu
desaturaz odpowiedzialnych za synteze kwasdéw wielonienasyconych. Zmiany
ODR wskazuja, ze uszkodzeniu mutagenem ulegly gtéwnie desaturazy kwasu
oleinowego.

W toku sa dalsze badania nad pogiebieniem zmian mutacyjnych w wyniku
optymalizacji parametréw procesu mutacyjnego oraz nad wyselekcjonowaniem
nowych mutantow.
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