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Nowy mutant rzepaku 0zimego
0 podwyzszonej zawartosci kwasow
palmitynowego i stearynowego w oleju nasion

New winter oilseed rape mutant with increased palmitic
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W pracach majacych na celu uzyskanie wigkszej
zmiennosci w skladzie kwasow ttuszczowych
oleju nasion rzepaku (Brassica napus L.) zasto-
sowano mutageneze chemiczna. Nasiona linii
o typowym dla rzepaku ozimego podwojnie
ulepszonego skfadzie kwaséw ttuszczowych, tj.
4,7% kwasu palmitynowego, 1,5% kwasu steary-
nowego, 67,1% kwasu oleinowego, 16,8%
kwasu linolowego i 8,6% kwasu linolenowego
traktowano metanosulfonianem etylu (EMS).
W pokoleniu M, po traktowaniu mutagenem
wyselekcjonowano zmutowana rosling 1292/98i
0 wysokiej zawartosci kwas6w nasyconych.
U znalezionego mutanta w pokoleniu M nastapit
wzrost zawartosci kwasow: palmitynowego do
11,5% oraz stearynowego do 6,8%. Otrzymany
mutant stanowi nowe zrodto zmiennosci
genetycznej, ktore bedzie mozna wykorzysta¢ w
hodowli odmian o podwyzszonej zawartosci
kwaséw nasyconych.

and stearic acid content in seeds oil
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Research works were conducted on inducing
mutations in composition of fatty acid in seed oil
of winter rapeseed (Brassica napus L.). The
seeds of double low winter oilseed rape line with
typical fatty acid composition in oil: 4.7% of
palmitic acid, 1.5% of stearic acid, 67.1% of
oleic acid, 16.8% of linoleic acid and 8.6%
of linolenic acid were treated with ethyl
methanesulphonate (EMS). In M, generation
after mutagen treatment mutated line 1292/98i
with high saturated fatty acid content in the seed
oil was selected. The mutant has a palmitic acid
content increased to 11.5% and stearic acid
content increased to 6.8%. Obtained lines of mutant
are a very important new source of genetic
variability necessary for study and breeding of
rapeseed varieties with increased saturated acid
content.

Wstep

Uprawiane obecnie polskie i zagraniczne odmiany rzepaku ozimego pod-
wojnie ulepszonego dostarczaja oleju o bardzo wysokiej wartosci biologiczno-
zywieniowej, ktora zawdzieczaja obecnosci kwasoéw ttuszczowych o réznym
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stopniu nienasycenia. Znaczenie ttuszczéw roslinnych zaréwno w przemysle spo-
zywczym jak i w przemysle chemicznym zalezy w duzej mierze od zawartosci
poszczegblnych kwaséw ttuszczowych oraz proporcji pomiedzy kwasami nasyco-
nymi a kwasami jedno- i wielonienasyconymi. Najkorzystniejszy sktad kwasow
tluszczowych w olejach roslinnych wykorzystywanych do celéw spozywczych
musi by¢ kompromisem pomigdzy wymogami zywieniowymi a zadaniami prze-
mystu spozywczego. Z punktu widzenia zywieniowego zawartos¢ kwasow nasy-
conych powinna by¢ mozliwie najnizsza i z tego wzgledu olej rzepakowy zaliczany
jest do najwartosciowszych z wszystkich gtdwnych roslin oleistych (Scarth, Mc Vetty
1999). Zawiera tylko okoto 4,5% kwasu palmitynowego (Cig.0) i 0koto 1,5% kwasu
stearynowego (Cys.0) (Krzymanski, Downey 1969; Krzymanski 1970a, 1993a).

Wiasciwosci fizyczne kwasow ttuszczowych i ich pochodnych sa zdetermino-
wane diugoscia oraz stopniem nienasycenia tancucha weglowodorowego (Heinz
1993). Nienasycone kwasy tluszczowe wykazuja nizsze temperatury topnienia niz
kwasy nasycone o tej samej liczbie atomow wegla. Krétsze tancuchy kwaséw
tluszczowych oraz wigkszy stopien nienasycenia zwigkszaja ich ptynnosé. Pozys-
kiwany z nasion rzepaku olej ciekty ma ograniczone zastosowanie, dlatego musi
by¢ poddawany procesowi utwardzania. Zabieg utwardzania stosowany jest po to,
aby uzyska¢ z oleju cieklego ttuszcz staty, potrzebny do wyrobu margaryn,
ttuszczOw cukierniczych, piekarskich i in. Najprostszy sposéb utwardzania to me-
chaniczne mieszanie olejéw z wysokotopniejacymi naturalnymi ttuszczami statymi,
pochodzacymi z roslin bogatych w nasycone kwasy ttuszczowe, miedzy innymi
z palmy oleistej lub kokosowej. Najczesciej stosowana metoda utwardzania olejow
jest poddawanie ich katalitycznemu uwodornianiu. Zabieg ten prowadzi do przyta-
czenia wodoru do podwdjnych wiazan nienasyconych kwaséw ttuszczowych i prze-
ksztatca je w kwasy nasycone, co podnosi temperaturg topnienia ttuszczu. Proce-
sowi przytaczania wodoru towarzyszy tworzenie izomerycznych, nienasyconych
kwaséw tluszczowych, gtéwnie izomeréw kwasu oleinowego Cigi. Sa to kwasy
niespotykane w ttuszczach naturalnych, o przesunietym wiazaniu podwdjnym
w tancuchu, z ktérych czes¢ przyjmuje konfiguracje trans (Jakubowski, Braczko
1998). Tworzenie sie niepozadanych izomeréw trans kwasOw ttuszczowych
prawdopodobnie zwieksza ryzyko powstawania zakrzepow w tetnicy wiencowej
(Kinney 1996).

Poza priorytetowym kierunkiem uzyskania oleju o podwyzszonej zawartosci
kwasu oleinowego i obnizonej zawartosci kwasu linolowego, kierunek prac nad
uzyskaniem naturalnie utwardzonego oleju rzepakowego, tj. 0 wysokiej zawartosci
kwasoéw nasyconych, a szczeg6lnie kwasu palmitynowego, miesci si¢ w nurcie
najnowszych swiatowych badan.

Celem niniejszej pracy bylo wywotanie mutacji dziataniem metanosulfonia-
nem etylu (EMS) na nasiona rzepaku oraz selekcja pozadanych mutantéw poprzez
badanie kolejnych pokolen otrzymanych z roslin traktowanych mutagenem.
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Material i metoda

Do badan nad indukowana chemicznie mutageneza przeprowadzonych jesie-
nig 1998 roku uzyto rodu hodowlanego podwdjnie ulepszonego rzepaku ozimego
PN 5282/98 wytworzonego w Zaktadzie Roslin Oleistych IHAR w Poznaniu. Réd
ten plonowat w doswiadczeniach polowych w roku 1998 na poziome 119,3%
wzorca, ktéorym byla odmiana Bor. Zawarto$¢ ttuszczu w nasionach wynosita
49,8%, a udziat poszczegdlnych kwaséw ttuszczowych w oleju byt typowy dla
odmian podwdjnie ulepszonych i wynosit: palmitynowego — 4,7%, stearynowego
— 1,5%, oleinowego — 67,1%, linolowego — 16,8%, linolenowego — 8,6%.
Ponadto rdd ten charakteryzowat si¢ bardzo niska zawartoscia glukozynolanéw,
wynoszaca srednio 5,2 uM/g nasion.

Do indukowania zmian mutacyjnych w sktadzie kwasow ttuszczowych oleju
nasion rzepaku uzyto substancji alkilujacej metanosulfonianu etylu (EMS).

Nasiona rodu PN 5282/98 byly wstepnie moczone w wodzie destylowanej
w temperaturze pokojowej (20°C) przez dwanascie godzin. Po zdekantowaniu wody
i 0saczeniu nasion na bibule zalano je 1% roztworem EMS. Roztwér EMS przygo-
towano w buforze fosforanowym o pH =7. Nasiona pozostawaty w roztworze
mutagenu przez 8 godzin, w tym 2 godziny w temperaturze 4°C i 6 godzin w tempe-
raturze pokojowej (okoto 23°C). Po zdekantowaniu roztworu mutagenu, nasiona
wymywano przez 16 godzin pod biezaca woda wodociagowa. Nasiona po powierz-
chniowym osuszeniu zostaty wysiane bezposrednio na poletkach doswiadczalnych.

Nasiona poddawane mutagenezie oraz linie kontrolne rozmnazano kazdo-
razowo w szkétkach selekcyjnych. W pierwszym etapie prowadzenia selekcji
w sezonie wegetacyjnym 1998/99 w celu znalezienia pozadanych mutantéw do
oceny laboratoryjnej zebrano 374 roslin pokolenia M;. Zebrane rozmnozenie roslin
M; omtécono indywidualnie, a otrzymane nasiona pokolenia M, poddano selekcji
wykorzystujac do tego analize sktadu kwaséw ttuszczowych metoda chromato-
grafii gazowe;j.

U wigkszosci selekcjonowanych pojedynkéw pokolen M, — M3 poza oznacza-
niem zawartosci kwaséw ttuszczowych: palmitynowego, stearynowego, oleinowe-
go, linolowego, linolenowego, eikozenowego i erukowego w oleju nasion prowa-
dzono réwniez laboratoryjna ocene procentowej zawartosci ttuszczu.

Sklad kwasow ttuszczowych oznaczano metoda chromatografii gazowej na
chromatografie firmy Pye, model 104 z detektorem ptomieniowo-jonizujacym
(Byczynska i Krzymanski 1969).

Analizg¢ zawartosci ttuszczu w nasionach wykonywano za pomoca szeroko-
pasmowego analizatora magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) firmy Newport
Instruments Ltd (Krzymanski 1970b).

Analize statystyczna wynikow dla poszczegdlnych cech jakosciowych z prze-
biegu selekcji mutantow wykonano korzystajac z arkusza kalkulacyjnego Excel.
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Wyniki i dyskusja

W wyniku dotad prowadzonych prac badawczych w Zaktadzie Roslin Oleistych
IHAR majacych na celu uzyskanie wigkszej zmiennosci w zawartosci kwasow
tluszczowych jedno- (Cyg) i wielonienasyconnych (Cig.p + Cig:3) W Oleju nasion
rzepaku wykorzystywano mutageneze indukowana chemicznie otrzymujac mutanty
zawierajace srednio 78% kwasu oleinowego oraz 12% sumy kwasdw wieloniena-
syconych (linolowego i linolenowego). Zastosowane drastyczne warunki induko-
wania mutagenezy oraz jej wielokrotne powtarzanie, spowodowaty nie tylko duze
zmiany w zawartosci kwasow 18-weglowych, ale réwniez byly przyczyna nieko-
rzystnych deformacji morfologicznych i matej zywotnosci roslin, co bardzo wydtu-
zato i utrudniato proces selekcji. Prowadzony chdw wsobny przez siedem kolejnych
pokolen ustabilizowat istotnie zmienione zawartosci kwasOw ttuszczowych,
natomiast nie doprowadzit do uzyskania linii o dobrych parametrach agronomicz-
nych (Spasibionek i in. 2000).

W 1998 roku w celu wywotania nowych zmian mutacyjnych sktadu kwaséw
tluszczowych zastosowano nizsze stezenie metanosulfonianu etylu, wydtuzajac
czas jego dziatania na nasiona. W zebranej duzej populacji 375 roslin pokolenia M,
zawartos¢ kwasu palmitynowego wyniosta srednio 5,0%, kwasu stearynowego
1,3%, kwasu oleinowego 67,1%, kwasu linolowego 16,6% i kwasu linolenowego
8,6%. Roslina 1292/98i jako jedyna sposrod catej przebadanej populacji charakte-
ryzowata sig istotnie wigksza zawartoscia kwasu palmitynowego (do 7,3%). Dalszy
istotny wzrost zawartosci kwasoéw palmitynowego i stearynowego w nastepnym
pokoleniu wskazuje, ze wyselekcjonowano mutanta o zmienionych proporcjach
nasyconych kwasow ttuszczowych w oleju nasion (tab. 1). Z pokolenia M3 do
dalszych badan wytypowano rosling 81/8i o najlepszych parametrach, tj. najwyz-
szej zawartosci kwasu palmitynowego — 11,5% — oraz najwyzszej zawartosci
kwasu stearynowego — 6,8% (rys. 1). Wartosci wspotczynnikéw zmiennosci
wyniosty: dla kwasu palmitynowego — 35,2%, dla kwasu stearynowego — 74,9%
(tab. 1). Zawartos¢ ttuszczu w nasionach potomstwa wyselekcjonowanej linii
mutanta wahata si¢ od 40,1 do 46,7% (tab. 1).

W celu wyeliminowania wptywu warunkéw srodowiska na synteze kwasow
tluszczowych, uzyskane w badanych liniach zawartosci kwaséw ttuszczowych po-
rownywano z rodem wyjsciowym PN 5282/98 w kazdym roku prowadzonej selekcji.

Wigkszosé¢ prac zwiazanych z hodowla mutacyjna rzepaku koncentrowata si¢
nad podwyzszeniem zawartosci kwasu oleinowego i obnizeniem zawartosci kwasu
linolenowego. Niewiele badan wykorzystujacych mutageneze poswieconych byto
zmianom skfadu nasyconych kwaséw ttuszczowych w rzepaku. Schnurbusch i in.
(2000) wykorzystujac metanosulfonian etylu (EMS) wyselekcjonowali lini¢ o pod-
wyzszonej do 9,2% zawartosci kwasu palmitynowego w stosunku do linii rodzi-
cielskiej (4,5% tego kwasu).
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Tabela 1
Zroznicowanie sktadu kwasow tluszczowych: palmitynowego, stearynowego, oleinowego,
linolowego i linolenowego w oleju nasion mutanta M-1292 w poréwnaniu z rodem
kontrolnym PN 5282/98 w kolejnych latach badan — Changes of palmitic, stearic, oleic,
linoleic and linolenic acid content in oil seeds of mutant M-1292 in comparison with
original material PN 5282/98 in successive years of tests
Ci16:0 kwas palmitynowy — palmitic acid [%]  Cig:, kwas linolowy — linoleic acid [%]

Cig:0 kwas stearynowy — stearic acid [%] Cis:3 kwas linolenowy — linolenic acid [%)]

Cig.1 kwas oleinowy — oleic acid [%] T — zawartosé ttuszczu — oil content [% s.m. d.m.]
Pokolenie, Lic’z_ba ) Oznaczane parametry Wsp6t-
rok badan LOOSI'(?]( i\?gé? Parameters [%] Wariancja| czynnik

Generation, ' . sredni Variance | zmiennosci
 test plants | Fatty acid srednia min max CoV
year of tes ] mean 0
R4d poddany 9 Cis0 47 4,2 53 0,12 1,2
mutagenezie Cigo 14 1.2 1,9 0,05 08
The strain c 67,1 664 683 0,74 2,9
treated with 181 ' ' ' ' '
mutagenesis Cig2 16,8 15,7 18,5 0,84 31
PN 5282/98 Cus 8,6 79 101 0,47 2,3
T 48,7 46,5 50,2 2,67 54
Kontrola 48 Cis0 49 4,0 57 0,15 7.9
Cfg;?' Ciso 1,2 0,7 1,7 0,06 19,0
PN 5282/98 Cig1 67,6 62,6 70,9 2,91 2,5
Cigo 17,0 13,4 20,6 2,88 10,1
Cis3 8,1 64 104 0,69 10,2
T 49,3 47,2 50,9 1,21 2,2
M,/1999 375 Cis0 50 * 4,1 7,3 0,34 11,6
i?lla poplu'té}cla Ciso 13 * 06 24 0,04 15,9
popuiation Cisn 67,1 552 71,9 3,93 3,0
Cig 16,6 131 238 2,21 8,9
Cigs 8,6 ** 5,4 13,1 1,07 12,0
T 48,1 ** 46,0 49,5 0,54 15
M, /1999 1 Cis0 73 % (%) - - - -
Mutant of Cis1 67,7
selected Cis 13,8
1292/98i Cigs 8,6
T 48,1
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Ciag dalszy tabeli 1

Kontrola 36 Cis0 52 4,4 5,9 0,40 7.7
Control Cigo 1,6 1,2 2,0 0,19 12,1
PN %22312/98 Cig1 61,0 57,4 64,8 1,94 3,2
Cus2 20,7 18,1 24,1 1,38 6,7
Cigs 10,0 8,5 11,3 0,62 6,1
T 44,6 39,4 51,5 8,37 6,5
M,/2001 9 Cis0 6,0 5,0 11,5 4,39 35,2
Potomstwo Cus0 22 * 1,5 68 | 267 74,9
gg:gfgﬁ‘n';m; Ci1i | 598 * 550 649 | 1307 6,1
of selected Cig2 21,8 ** 17,3 26,5 8,62 13,5
M-81 Cis 92 * 70 110 | 1,23 12,1
T 441 40,1 46,7 5,50 5,9
Ms/2001 1 Cie0 115 ** (**) - - - -
Wybrana roslina Ciso 68 ** (%)
Plant of selected
81/8i Ci1 | 561 *
Cig 173 =
C18:3 7|0 o (*)
T 44,2
* — porownania dokonano miegdzy $rednia rodu wyjsciowego PN 5282/98 a $rednia wszystkich

badanych roslin w pokoleniu M, i M3 po mutagenezie oraz ze zmutowana rosling — comparison
between mean value of original strain PN 5282/98 and mean value of all plants in M, and M3
generations after mutagenesis or comparison with selected mutated plant

(*) — poréwnania dokonano miedzy $rednia wszystkich badanych roslin w pokoleniu M, i M3 po
mutagenezie a zmutowanymi roslinami — comparison between mean value of all plants in M,
and M3 generations after mutagenesis or comparison with selected mutated plants

* — istotnos¢ na poziomie o = 0,05 — significant at level « = 0.05

** — jstotnos¢ na poziomie o = 0,01 — significant at level « = 0.01

Mutageneza odegrata istotna role w poszukiwaniu nowych zrddet genetycznej
zmiennosci u stonecznika. Ta droga udato si¢ uzyska¢ linie stonecznika o zmie-
nionej zawartosci kwaséw nasyconych, palmitynowego i stearynowego. lvanov
i in. (1988) dziatajac na nasiona stonecznika promieniami y uzyskali mutanta
275HP o podwyzszonej zawartosci kwasu palmitynowego, z 7% w materiale wyj-
sciowym do 25,1% w omawianym mutancie. W pracach Osorio i in. (1995) wyko-
rzystano chemiczng mutageneze, dziatajac na nasiona metanosulfonianem etylu
(EMS) i azydkiem sodu (NaN3), co spowodowato wyselekcjonowanie dwoch mu-
tantow CAS-5 i CAS-4 o podwyzszonej zawartosci kwasu stearynowego, odpo-
wiednio do 26 i 11,3%, gdy linia rodzicielska RDF-1-532 zawierala 5,5% tego
kwasu. Nastepnie Osorio i in. (1995) poddawali napromieniowaniu promieniami X
nasiona linii BSD-2-691, uzyskujac mutanta CAS-5, w ktorym zawartos¢ kwasu
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1292/98i 81/8i

R6d wyjsciowy i kolejne pokolenia po mutagenezie
Original strain and generations after mutagenesis

Rys. 1. Zmiany zawartosci kwasu palmitynowego Cig, i Stearynowego Cigo W rodowodzie mutanta
M-1292 w pokoleniach P, M; — M3 — Changes of palmitic Cy6.0 and stearic Cyg.q acid content
in pedigree of mutant M-1292 in generations P, M; — M3

palmitynowego wzrosta z 5,5 do 25,2%. Uzyskane mutanty stonecznika o zmie-
nionych proporcjach kwasow ttuszczowych postuzyly do dalszych badan majacych
na celu znalezienie sprzezen gendw z cechami podwyzszonej zawartosci kwasu
palmitynowego i stearynowego. Perez-Vich i in. (1999) na podstawie analizy
genetycznej znalezli trzy geny pl, p2 i p3, ktére sa zaangazowane w kontrole
wysokiej zawartosci kwasu palmitynowego u mutanta stonecznika CAS-5.
Szczegotowe badania tych autoréw wykazaty, ze allele p2 i p3 byly juz obecne
w linii wyjsciowej BSD-2-691 uzytej do mutagenezy, natomiast allel p1l powstat
w wyniku dziatania mutagenu.

Wiekszos¢ prac zwiazanych z hodowla mutacyjna Inu koncentrowata sie nad
obnizaniem zawartosci kwasu linolenowego, natomiast Rowland i Bhatty (1990)
poddali dziataniu EMS nasiona odmiany McGregor o typowym dla Inu sktadzie
kwasow ttuszczowych, tj.: palmitynowy 6,8%, stearynowy 3,7%, oleinowy 17,9%,
linolowy 15,8% i linolenowy 54,5%. Uzyskali mutanta E-67 o podwyzszonej
zawartosci kwasu palmitynowego do 28,4%.

Knapp i Tagliani (1991) poddawali mutagenezie nasiona dzikich gatunkéw
roslin oleistych, migdzy innymi Cuphea viscosissima Jacg., bogatej w kwas
kaprylowy (Csg.) i kaprynowy (Cio0). Uzyskano mutanta charakteryzujacego sie
drastycznym obnizeniem obu tych kwasow (kaprylowego z 20,7 do 0,5%, kapryno-
wego z 68,6 do 6,7%). W zamian wzrosty zawartosci kwasu mirystynowego (Ca:o)
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z 1,0 do 29,5%, palmitynowego z 1,7 do 25,3%, oleinowego z 1,6 do 14% oraz
linolowego z 2,7 do 14,3%. Uzyskany drugi mutant charakteryzowat sie obnizona
zawartoscia kwasu kaprylowego z 19,8 do 3,9%; zostat on zastapiony przez kwas
laurynowy (Ci..0), ktérego zawartos¢ wzrosta z 2,2 do 14,3%. Oba mutanty byly
wynikiem mutacji pojedynczych genéw mem-1 i cpy-1.

Jak wynika z uzyskanych zmian sktadu kwasoéw ttuszczowych w hodowli
roslin indukowanie mutacji jest ciagle efektywnym sposobem wzbogacania
istniejacej zmiennosci genetycznej, wykorzystywanej dla ulepszania odmian
(Micke iin.1987). Wiele przyktadéw zastosowan udanych mutacji potwierdzito, ze
hodowla mutacyjna jest skutecznym i waznym narzedziem postepu hodowlanego,
rowniez w przypadku roslin oleistych (R6bbelen 1990; Velasco i in. 1999).

Modyfikacje sktadu kwaséw ttuszczowych mozna uzyska¢ nie tylko wyko-
rzystujac mutageneze, ale rowniez przez uzycie antysensownego DNA. Ten sposéb
modyfikacji zastosowano w transgenicznych roslinach tytoniu z antysensownym
DNA, blokujacym ekspresje genu mikrosomalnej desaturazy ®-3 oraz zmieniajac
sktad oleju rzepakowego przez wprowadzenie antysensownego DNA, wylaczaja-
cego ekspresje genu desaturazy stearoilo-ACP, co spowodowato wzrost ilosci
kwasu stearynowego z 2 do 40% w nasionach Brassica rapa i Brassica napus
(Knutzon i in. 1992; Hamada i in. 1996).

Whnioski

W wyniku traktowania nasion rzepaku ozimego mutagenem chemicznym,
metanosulfonianem etylu znaleziono zmutowana rosling charakteryzujaca sig
zwiekszona zawartoscia kwasdw nasyconych: palmitynowego i stearynowego.

Otrzymany mutant stanowi nowe zroédto zmiennosci genetycznej, ktore bedzie
mozna wykorzysta¢ w hodowli odmian o podwyzszonej zawartosci kwaséw nasy-
conych.

Otrzymany mutant stanowi rowniez podstawe do dalszych badan majacych na
celu znalezienie markerow DNA sprzezonych z cecha podwyzszonej zawartosci
kwasow nasyconych.

Conclusions

Mutated plant with increased saturated fatty acid content: palmitic acid
content Cyq0 and stearic acid content Cygo Were found as the result of mutagen,
ethyl methanesulphonate (EMS) treatment of seeds of double low winter rapeseed.
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The obtained mutant is a very important new source of genetic variability
necessary for the study and breeding of rapeseed varieties with increased saturated
acid content.

The obtained mutant can be used for further study aimed at finding DNA
markers linked to the increased saturated fatty acid content.
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